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"...Darkness all around us 
We don't close our eyes 
No one's gonna ground us 
We were born to fly 
Comin' at us no stopping 
Born to amplify 
Carry on my sons forever 
Carry on when I am gone 
Carry on when the day is long 
Forever Carry On 
For as long as we're together then 
Forever Carry On..." 
Joseph De Maio 
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Resumen 
 El factor de transcripción Chorion factor 2 (Cf2) fue inicialmente identificado por su 
participación en el establecimiento del patrón dorso-ventral durante la oogénesis. En este trabajo se 
han estudiado los efectos que producen los cambios de expresión de Cf2 en el desarrollo del sistema 
muscular de Drosophila. Este estudio se ha realizado utilizando distintas aproximaciones que 
permiten observar los cambios fenotípicos que se producen en el sistema muscular tras variaciones 
de expresión del factor.  
 Los resultados obtenidos indican que los niveles de Cf2 han de estar estrictamente regulados ya 
que cambios acusados en la expresión de Cf2 causan letalidad en individuos homocigotos. Los 
estudios funcionales realizados con objeto de dirimir su cometido concreto en la miogénesis, 
indican que Cf2 participa tanto en la miogénesis somática como en la cardiaca. Así, se ha 
demostrado que alteraciones en los niveles de expresión del factor inducen cambios significativos 
en el número de núcleos por fibra muscular que perturban posiblemente el tamaño final de la fibra y 
también la organización, morfología y número de fibras somáticas presentes en cada hemi-
segmento, alterando, por tanto, el patrón muscular embrionario. El mecanismo de cómo se efectúa 
es actualmente desconocido. Los datos apuntan a que Cf2 puede participar, o bien en el proceso de 
especificación de los precursores y/o  en la división asimétrica que produce las células fundadoras o 
progenitores musculares. 
 En la cardio-miogénesis, los cambios de nivel de Cf2 provocan alteraciones en el número total de 
cardioblastos, células pericárdicas y también en su especificación. Las variaciones afectan a la 
morfología del conducto dorsal y probablemente también a su funcionalidad mediante un 
mecanismo aún ignorado que puede afectar o bien, al proceso de especificación de los progenitores 
cardiacos, o a los procesos de división simétrica o asimétrica que experimentan los progenitores de 
cada tipo de cardioblasto durante la generación del conducto dorsal en Drosophila. La presencia de 
Cf2 parece potenciar la adquisición de un destino muscular (somático o cardiaco). 
 Adicionalmente, se ha clarificado la relación de Cf2 con Mef2. Cf2 modula los niveles de 
expresión de Mef2 en etapas en las que ambos factores se co-expresan durante el desarrollo 
embrionario de Drosophila, siendo capaz de modificar tanto los niveles de mRNA de Mef2, como 
los de proteína, indicando la existencia de un posible mecanismo de retroalimentación entre ambos 
factores en etapas de la diferenciación muscular. La función de Cf2 en la especificación y 
diferenciación de los precursores musculares (somáticos y cardiacos) es, al menos, parcialmente 
independiente de Mef2. 
_______________________________________________________________________________Summary 
13 
 
Summary 
The transcription factor Chorion factor 2 (Cf2) was initially identified by its role in establishing 
the dorso-ventral pattern during oogenesis. In this work we have analyzed the effects that 
perturbations in Cf2 expression levels produce in muscle formation during /Drosophila 
development. This study was carried out using different approaches that allowed us to analyze the 
phenotypic changes that take place after variations in Cf2 expression in embryo muscles. 
Our results indicate that Cf2 levels must be tightly regulated since marked alterations in the Cf2 
expression cause lethality in homozygous flies. In order to determine its specific role in myogenesis 
we carried out functional studies. Cf2 is involved in both somatic and cardiac myogenesis. It has 
been shown that alterations in its expression levels induce significant changes in the number of 
nuclei per muscle fiber. Probably this effect disturbs the final size of the fiber as so does with the 
organization, morphology and total number of somatic fibers present in each hemisegment. 
Therefore, it alters the embryonic muscle pattern. The mechanism by which this process occurs is 
currently unknown. Our data suggest that Cf2 may participate either in the precursor specification 
process and / or in the asymmetric divisions that produces muscle founder cells or progenitors. 
During cardiogenesis, changes in the Cf2 levels produce alterations not only in the total number 
of cardioblasts and pericardial cells but also in their specification. The changes affect the 
morphology of the dorsal vessel, and probably its functionality. The specific role played by Cf2 in 
those processes is still ignored but Cf2 may participate in the specification process of cardiac 
progenitors, or symmetric / asymmetric division experienced the progenitors of each cardioblast 
lineage during the dorsal duct generation Drosophila. Cf2 over-expression appears to enhance the 
acquisition of a muscle fate (somatic or cardiac). 
Finally, this work has clarified in more detail the relationship between Cf2 and Mef2. Cf2 
modulates Mef2 expression levels in the stages when both factors are co-expressed throughout 
embryonic development of Drosophila. Cf2 is able to modify both mRNA and protein levels of 
Mef2, indicating the possible existence of a feedback mechanism between these two factors in 
during muscle differentiation. Moreover, the Cf2 function in the specification and differentiation of 
somatic and cardiac muscle precursors is, at least partially, independent of Mef2. 
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aa Aminoácido. 
Act Actina. 
Act57B Actina 57B. 
Act5C Actina 5C. 
AEL Tras la deposición del embrion (After Egg Lay). 
ap apterous. 
APF Después de la formación del pupario (After Puparium Formation). 
bap bagpipe. 
b-HLH Helice-Lazo-Helice básico(Basic Helix-Loop-Helix). 
BSA Albúmina de suero bovino. 
byn brachyenteron. 
Cf2 Chorion Factor 2. 
Chc Cadena Pesada de la Clatrina. 
CyO Curly of Oyster. 
DFM Músculos Directos de Vuelo. 
Dl Delta. 
DLM Músculos Dorsales Laterales. 
Doc Dorso-cross. 
dpp decapentaplegic. 
dsRNA RNA de Doble cadena.ds 
duf dumb founded (kirre). 
DVM Músculos Dorso-ventrales. 
EGF R Receptor de Factor de Crecimiento Epidérmico. 
EDTA Etilendiamintetracetato. 
EGTA Acido tetra acético Etilen Glicol. 
eve even-skipped. 
FC Célula Fundadora. 
GAM Anticuerpo secundario de cabra contra ratón (Goat Anti-Mouse antibody). 
GAR Anticuerpo secundario de cabra contra conejo (Goat Anti-Rabbit antibody). 
gcm glial cells missing. 
GFP Proteína Verde Fluorescente (Green Fluorescent Protein). 
grk gurken. 
GST Glutation S-Transferasa. 
hbs hibris. 
Hh hedgehog. 
IFM Músculo Indirectos de Vuelo. 
insc inscuteable. 
IPTG Isopropil-β-D-1-Tiogalactopiranósido 
IRE Intronic Regulatory Element. 
Kb Kilobases. 
kDa Kilodalton. 
kirre kin of irre 
kr kruppel. 
l(2)B73 lethal (2) B73. 
l(2)DA2 lethal (2) DA2. 
l’sc lethal of scute. 
lb ladybird. 
lbe ladybird early. 
lbl ladybird late. 
lmd lameduck. 
MADS Acrónimo MCM1 Agamous Deficiens SRF 
mbl muscleblind. 
mbc myoblast city. 
MCF Mioblastos Competentes de Fusión. 
Mef2 Myocite enhancer factor 2. 
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MKRS Marcador cromosoma 3 con la mutación Stubble. 
mlc1 Cadena ligera de la miosina I (Myosin alkali light chain 1). 
mlp60A muscle LIM protein at 60A. 
mlp84b muscle LIM protein at 84b. 
MOPS 3 morfolinopropano 1 Acido sulfónico 
Mp20 Muscle protein 20. 
MRF4 Myogenic Regulatory Factor 4. 
Mv Mesodermo visceral. 
Myf5 Myogenic Factor 5. 
MyHC Cadena Pesada de la Miosina. 
MyoD Myogenic Diferentiation. 
N Notch. 
nau nautilus. 
NGS Suero Normal de Cabra. 
NK2 Natural Killer 2. 
nmr1 Gen H15. 
odd odd-skipped. 
PA Precursor de músculo Adulto. 
PBS Solución tamponada con fosfatos (Phosphate-Buffered Saline). 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction). 
Prm Paramiosina. 
prc pericardina. 
qRT-PCR RT-PCR cuantitativa. 
RNAi RNA Interferente. 
rst roughest. 
RT PCR Transcripción Reversa y Reaccion en Cadena de la Polimerasa. 
SDS Dodecil Sulfato Sódico. 
slp sloppy paired. 
slp1 sloppy-paired 1. 
sns sticks and stones. 
spdo sanpodo. 
ssRNA RNA de cadena Simple.  
svp seven-up. 
Tb Tubby. 
TDT Musculo Tergal Depresor del Trocanter. 
TGF-β Transforming Growth Factor β. 
tin tinman. 
Tm1  Tropomiosina 1. 
Tm2 Tropomiosina 2. 
Tm3Ser Balanceador cromosoma 3 con la mutacion Serrate. 
TM6Tb Balanceador cromosoma 3 con las mutaciones Tubby y Humeral. 
tnI troponina I. 
tnT,  troponina T. 
twi twist. 
UAS Upstream activating sequence. 
URE Upstream Regulatory Element. 
ush u-shaped. 
vg vestigial. 
w white. 
wg wingless. 
wt Tipo silvestre (Wild-Type). 
yw yellow white. 
zfh1 zinc finger homeodomain 1. 
β -3tub60D β3-tubulin at 60D. 
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Introducción 
 La regulación de los genes que codifican proteínas sarcoméricas es un proceso primordial en la 
formación de los músculos. La precisión en el proceso es esencial en algunas situaciones como pueden 
ser el mantenimiento de los niveles umbral de un regulador o asegurar la estequiometría correcta en el 
ensamblaje de complejos multi-proteicos como es el caso del aparato contráctil de la fibra muscular. 
Las proteínas musculares se acumulan en cada tipo de fibra o músculo en cantidades variables 
manteniendo siempre una estequiometría muy precisa. Sin embrago, los mecanismos que garantizan 
que estos genes expresen la cantidad de proteína adecuada en cada momento y tejido son poco 
conocidos. (Arredondo et al. 2001; Marco-Ferreres et al. 2005; García-Zaragoza et al. 2008). 
 El ensamblaje del aparato contráctil del músculo y más concretamente de su unidad básica, el 
sarcómero (Figura 1), requiere tanto la co-activación de un grupo de genes que codifican proteínas 
musculares como la adquisición de altos niveles de expresión de proteína en un periodo de tiempo 
corto. En este contexto, es importante insistir en que la estequiometría entre las diferentes proteínas 
sarcoméricas es esencial para su correcto funcionamiento. Estudios previos realizados en el laboratorio 
han demostrado que, en Drosophila, los niveles de transcripción de genes sarcoméricos co-regulados 
como son los de la tnT, tnI, MyHC, Tm1 y Tm2, etc, están controladas por, al menos, dos elementos 
activadores, URE (Upstream Regulatory Element) e IRE (Intronic Regulatory Element). Estos 
activadores interaccionan de forma sinérgica, concertada  y diferencial en cada tipo muscular para 
establecer los niveles de expresión adecuados en cada músculo, adaptando la expresión de cada gen a 
las necesidades especificas de cada fibra muscular. Estos elementos están situados en la región 5’, 
URE, y en el intrón 1 del gen, IRE (Figura 1B; Mas et al. 2004; Marco-Ferreres et al. 2005; García-
Zaragoza et al. 2008). 
 El análisis comparativo entre secuencias homologas de distintas familias de Drosophila ha 
permitido discernir que estos elementos reguladores están organizados en módulos funcionales, de 
entre 300 y 900 pb (García-Zaragoza et al. 2008). En ensayos in silico, se ha comprobado que estos 
elementos reguladores cuentan con agrupaciones de sitios de unión para diferentes factores de 
transcripción, de entre los que se han podido identificar Mef2 y Cf2 (García-Zaragoza et al. 2008). Cf2 
y Mef2 son dos factores de transcripción que se expresan en músculo, en los tres linajes musculares 
(ver apartados 4 y 5 de Introducción). El factor de transcripción Mef2 ha sido ampliamente descrito 
como un factor miogénico esencial en la formación del músculo (Bour et al. 1995). Requiere de la 
interacción con otros factores y co-factores, algunos de los cuales son conocidos, para garantizar que 
se alcancen los niveles correctos de expresión en cada tipo de músculo (Morin et al. 2005; Tanaka et 
al. 2008). En vertebrados, la interacción de Mef2 con miembros de la familia MyoD ha sido 
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ampliamente estudiada (Black et al. 1998; Kassar-Duchossoy et al. 2004), sin embargo, en Drosophila 
no se conocen homólogos claros de la familia de MyoD.  
 Cf2, es un factor de transcripción que inicia su expresión  en la misma etapa del desarrollo 
embrionario de Drosophila que Mef2 (5-6 horas después del comienzo del desarrollo). Igualmente ha 
sido descrito que cambios en los niveles de Mef2 ó Cf2 alteran la expresión de las proteínas 
sarcoméricas y como consecuencia se pierde el balance estequiométrico entre ellas produciendose 
defectos musculares (Bagni et al. 2002; García-Zaragoza et al. 2008). 
1. El sistema muscular de Drosophila melanogaster. 
 Drosophila melanogaster, como insecto holometábolo, posee un ciclo vital dividido en dos fases. 
Tras el desarrollo embrionario, hay una primera fase de larva que posteriormente sufre un proceso de 
metamorfosis en el que se genera el individuo adulto (ver Figura 2A). En Drosophila, el desarrollo 
embrionario dura a 25ºC aproximadamente 24 horas. Tras este periodo, emerge la larva que pasará por 
tres estadios larvarios. A los cinco días del inicio del desarrollo, comienza metamorfosis durante la que 
se histolizan la mayoría de los tejidos larvarios. Los tejidos del individuo adulto se generan 
mayoritariamente a partir los discos imaginales. El adulto emerge aproximadamente al décimo día del 
desarrollo (Campos-Ortega et al. 1985). Por tanto, durante el desarrollo de Drosophila se producen dos 
sistemas musculares, los músculos embrionarios/larvarios y los músculos del adulto.  
 A diferencia de lo que ocurre en vertebrados, los músculos de la mosca, son siempre de apariencia 
estriada y están formados por una sola fibra muscular multi-nucleada, con la excepción del corazón. 
En la larva, hay tres tipos fundamentales de músculo, los músculos hipodérmicos, los músculos 
viscerales y el músculo cardiaco. Los músculos hipodérmicos son músculos esqueléticos y tienen dos 
funciones, por una parte se encargan de mantener la forma de la larva y por otra le proporciona el 
movimiento mediante el acortamiento y alargamiento del cuerpo (Bate 1990; Bate et al. 1993). Cada 
segmento abdominal se compone de 30 pares de músculos hipodérmicos (Figura 2B y Figura 3). 
Todos estos músculos son fisiológicamente idénticos, aunque cada uno de ellos es único en términos 
de tamaño, forma y puntos de anclaje e inervación. Los músculos viscerales recubren el tubo digestivo 
formando dos capas, una longitudinal y otra transversal. El músculo cardiaco, en Drosophila, forma el 
conducto dorsal, la estructura equivalente al corazón de vertebrados. Todos estos músculos son súper-
contráctiles, es decir, tienen una gran capacidad para contraerse pudiendo pasar los microfilamentos a 
través del disco Z del extremo del sarcómero. 
 En el adulto, aparecen una serie de músculos especializados en el vuelo y funciones relacionadas. 
La mayor parte del volumen torácico está ocupado por los músculos indirectos de vuelo, IFM, y los 
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A 
B 
Figura 1. El sarcómero. A. 
Micrografía electrónica de una 
sección longitudinal de un sarcómero 
de músculo estriado de ratón. 
Reproducido a partir de la 
micrografía original de Dadoune S.P. 
en “Biología Molecular y Celular” 
Darnell J. Lodish, H. y Baltimore, D. 
(1988). En la parte inferior se 
esquematiza la estructura del 
sarcómero donde se destacan las 
distintas zonas y la posición relativa 
de los filamentos gruesos formados 
por Miosina mayoritariamente y los 
finos compuestos por Actina y el 
complejo tropomiosina-troponina.El 
complejo Troponina está formado por 
las Troponinas T, C e I. Esquema 
modificado de John Wiley and Sons 
(1999). B Modelo de mecanismo que 
regula la transcripción en genes 
sarcoméricos. En la etapa de la fusión 
se inicia la síntesis de Mef2 y Cf2 y 
tras su unión y la formación del 
complejo mediador específico de tipo 
de músculo se  produce el aumento de 
la transcripción del gen. 
 
 
depresores tergales del trocánter, TDT (Figura 2B). Son los encargados de producir el batido de las 
alas al actuar sobre el exoesqueleto del insecto. Los IFM son músculos fibrilares, teniendo 
morfológicamente la estructura más ordenada de todos los músculos de la mosca. Cada filamento 
grueso está rodeado de seis filamentos finos formando una red hexagonal, típica de este tipo de 
músculo. Los músculos IFM se contraen asincrónicamente, se contraen con mayor frecuencia de la que 
son estimulados por el sistema nervioso (Bernstein et al. 1993). Los músculos TDT son una pareja de 
músculos que actúan sobre el segundo par de patas induciendo el salto de la mosca como paso inicial 
para comenzar el vuelo. Estos músculos son tubulares y se contraen sincrónicamente, una vez por cada 
estímulo nervioso. Además de estos tipos de músculo, en el adulto encontramos otros músculos 
también tubulares, como son los músculos directos de vuelo (DFM), los de las patas, los hipodérmicos. 
2. Miogénesis de Drosophila. 
 La formación de cada músculo o fibra muscular, con propiedades electro-fisiológicas, metabólicas 
y contráctiles especificas, es un proceso complejo que transcurre de una forma secuencial e implica 
múltiples mecanismos de regulación génica (Stockdale 1997; Hughes et al. 1999; McKinsey et al. 
2002). En este proceso una amplia batería de genes`, que codifican para proteínas específicas 
musculares, se ha de activar de forma muy rápida y coordinada para que finalmente sus productos 
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Figura 2. Esquema del ciclo vital de Drosophila y de la musculatura somática en distintos estadios. A 
Drosophila posee un ciclo vital dividido en dos fases. El desarrollo embrionario dura unas 24 horas. A 
continuación emerge la larva que pasará por tres estadios larvarios. A los cinco días del inicio del desarrollo, 
comienza la pupación de la larva y se histolizan la mayoría de los tejidos. La morfología del adulto se genera a 
partir de nuevos tejidos formados, los discos imaginales. El adulto emerge del pupario aproximadamente al 
décimo día (Campos-Ortega et al. 1985). B El embrión (panel izquierdo) y la larva  (panel derecho) muestran una 
distribución segmental de sus músculos somáticos. Cada segmento abdominal se compone de 30 pares de 
músculos hipodérmicos. Los músculos de cada segmento son idénticos fisiológicamente. Esquema tomado de 
Atlas of Drosophila Development y de Flymove. 
 
 
formen los sarcómeros en la célula muscular (Buckingham 1992; Buckingham et al. 1992). 
 En los últimos años, se han producido grandes avances en el conocimiento de los mecanismos de 
especificación de los músculos embrionarios de Drosophila (Maqbool et al. 2007; Richardson et al. 
2008; Ciglar et al. 2009; Liu et al. 2009; Rochlin et al. 2010). La musculatura embrionaria deriva del 
mesodermo, que se especifica en la región ventral del embrión, cuando éste se encuentra aún en fase 
de blastodermo, por el gen de origen materno dorsal (Bate et al. 1993). Durante la gastrulación del 
embrión las células localizadas en la zona ventral se invaginan y migran dorsalmente (Leptin et al. 
1990). Inicialmente, todas las células mesodérmicas expresan el gen twist (twi) (Thisse et al. 1988), así 
como sus genes diana, tinman (tin) (Bodmer 1993; Yin et al. 1997) y Mef2 (Nguyen et al. 1994; Cripps 
et al. 1998). Posteriormente el mesodermo se divide en distintos dominios a partir de los cuales se 
diferenciarán los distintos tejidos mesodérmicos (Riechmann et al. 1997). En este proceso intervienen 
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distintos genes, el gen de la familia TGF-β, decapentaplegic (dpp), es el principal responsable de la 
división dorso-ventral del mesodermo (Frasch 1995). La división antero-posterior es conducida por 
dos genes de segmentación como son, even-skipped (eve) y sloppy paired (slp) (Azpiazu et al. 1996; 
Riechmann et al. 1997). Así, en cada segmento el mesodermo queda dividido en cuatro dominios, cada 
uno de los cuales da origen a diferentes tejidos mesodérmicos (Figura 4). A partir de la región dorsal 
se diferenciaran los músculos viscerales (zona anterior) y el corazón (zona posterior), y a partir de la 
región ventral los cuerpos grasos (zona anterior) y la musculatura somática (zona posterior) (Baylies et 
al. 1998). En esta última región se mantiene una alta expresión del gen twi (Baylies et al. 1996). En 
este contexto es importante destacar que los principales mecanismos y factores de transcripción 
implicados en la miogénesis están evolutivamente conservados (Bodmer et al. 1998; Olson 2006). 
 2.1.La formación de la musculatura somática. 
La diferenciación de los músculos somáticos se produce en el mesodermo ventral posterior de cada 
segmento, a partir de las denominadas células progenitoras (Figura 5; Ruiz Gomez et al. 1997; 
Maqbool et al. 2007; Richardson et al. 2008; Ciglar et al. 2009; Rochlin et al. 2010). Estas células 
mantienen una alta expresión del gen twist y se determinan mediante un proceso de inhibición lateral 
mediado por factores neurogénicos de la vía de Notch (Carmena et al. 1995; Ward et al. 2000; Stute et 
al. 2004). Cada una de estas células progenitoras se divide asimétricamente generando o bien dos 
células fundadoras embrionarias (FC) o bien en una célula fundadora y una célula precursora de un 
músculo del adulto (Carmena et al. 1995; Ruiz Gomez et al. 1997). Esta división asimétrica depende 
de la distribución desigual en el progenitor en división de la proteína de señalización numb, una 
proteína transmembrana de señalización con motivo tipo dedo de Zinc (Yaich et al. 1998). Es en esta 
etapa cuando se establece la identidad específica de cada músculo. Cada uno de los 30 músculos 
somáticos presentes en cada hemisegmento se establece a partir de una única FC, que especifica las 
características individuales de cada musculo individual. mediante la expresión diferencial de genes en 
las células fundadoras. Cada FC expresa una combinación especifica de genes de identidad muscular 
tales como S59, eve, kruppel (kr), vestigial (vg), apterous (ap) y nautilus (nau) (Baylies et al. 1998; 
Frasch et al. 1999). La combinación específica de factores de transcripción expresada en cada FC 
determina la morfología del músculo formado y controla el número de fusiones, la forma del músculo, 
la orientación, la inervación y los sitios de anclaje en la epidermis. (Rushton et al. 1995; Ruiz-Gomez 
1998). 
El resto de las células que mantienen una alta expresión del gen twist se determinan a mioblastos 
competentes de fusión (MCF). La fusión de estas MCFs con cada FC individual tiene como 
consecuencia la formación el sincitio precursor de cada músculo individual (Bate et al. 1993). En los 
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Designación Músculos Somáticos 
Número Designación Número Designación 
1 DA1 (Dorsal Acute 1) 19 DO4 (Dorsal Oblicuo 4) 
2 DA2 (Dorsal Acute 2) 20 DO5 (Dorsal Oblicuo 5) 
3 DA3 (Dorsal Acute 3) 21 LT1 (Lateral Transverso 1) 
4 LL1(Lateral Longitudinal 1) 22 LT2 (Lateral Transverso 2) 
5 LO1(Lateral Oblicuo 1) 23 LT3 (Lateral Transverso 3) 
6 VL3 (Ventral Longitudinal 3) 24 LT4 (Lateral Transverso 4) 
7 VL4 (Ventral Longitudinal 4) 25 VT1 (Ventral Transverso 1) 
8 SBM (Segment Border Muscle) 26 VA1 (Ventral Acute 1) 
9 DO1 (Dorsal Oblicuo 1) 27 VA2 (Ventral Acute 2) 
10 DO2 (Dorsal Oblicuo 2) 28 VO3 (Ventral Oblicuo 3) 
11 DO3 (Dorsal Oblicuo 3) 29 VA3 (Ventral Acute 3) 
12 VL1 (Ventral Longitudinal 1) 30 VO2 (Ventral Oblicuo 2) 
13 VL2 (Ventral Longitudinal 2) 31 VI3 (Ventral Interno 1) 
14.1 VO1 (Ventral Oblicuo 1) 32 VIS4 (Ventral Intersegmental 4) 
14.2 VO2 (Ventral Oblicuo 2) 33 VIS5 (Ventral Intersegmental 5) 
15 VO4 (Ventral Oblicuo 4) 34 VIS3 (Ventral Intersegmental 3) 
16 VO5 (Ventral Oblicuo 5) 35 VIS2 (Ventral Intersegmental 2) 
17 VO6 (Ventral Oblicuo 6) 36 VIS1 (Ventral Intersegmental 1) 
18 DT1 (Dorsal Transverso 1)   
 Figura 3. Organización esquemática de los músculos somáticos. Se muestran los diversos músculos  presentes 
en hemisegmentos izquierdos embrionarios-larvarios, de exterior a interior (corresponde con intensidad de color en 
esquema, cuanto más oscuro sea el color, más interior se localiza el paquete muscular). La numeración de los 
músculos corresponde con la presentada en (Crossley 1978; Bate et al. 1993). Los músculos que solo están 
presentes en algún segmento específico se indican con color magenta y el nombre del músculo correspondiente. 
Región anterior en región izquierda y posterior en derecha. Modificado de mapa muscular disponible en Flymove. 
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últimos años se han descubierto un gran número de genes implicados en el proceso de fusión (Paululat 
et al. 1999; Paululat et al. 1999; Dworak et al. 2002; Taylor 2002; Kesper et al. 2007). Los MCFs 
expresan los factores de transcripción lameduck (lmd) antes de la fusión. Tras la fusión, lmd deja de 
expresarse en el núcleo de la célula y comienza a expresar los factores de transcripción que se 
expresan en la FC con la que se fusionó. En el proceso de fusión se requieren dos grupos de proteínas 
transmembrana dumbfounded (duf) y roughest (rst) en las células fundadoras y sticks and stones (sns) 
y hibris (hbs) en los mioblastos competentes de fusión. El sincitio precursor continua fusionándose 
con MCFs hasta alcanzar el número adecuado de núcleos para cada músculo individual (Rochlin et al. 
2010). 
 En el proceso de formación de los músculos somáticos en Drosophila, además de Twist que es un 
factor esencial en definir el territorio mesodérmico, el factor de transcripción Mef2 juega un papel 
fundamental en la diferenciación de las células mioblásticas, en ausencia de Mef2 no se produce la 
fusión y en consecuencia no se forman los músculos (ver apartado 4 de Introducción; Lilly et al. 1994; 
Nguyen et al. 1994; Black et al. 1998). 
 La formación de los músculos somáticos del adulto se produce durante la metamorfosis. Durante la 
metamorfosis la mayor parte de los músculos hipodérmicos larvarios son histolizados. Sin embargo, 
algunos de los músculos larvarios persisten y van a ser los precursores de algunos músculos del adulto 
(Bate et al. 1993), como los músculos indirectos de vuelo dorso-longitudinales (IFM-DLM) o los 
hipodérmicos abdominales temporales. Estos músculos se desarrollan utilizando como precursores el 
conjunto de músculos larvarios que no fueron histolizados (Crossley 1978).  
 Durante la etapa larvaria un grupo de mioblastos no diferencia, prolifera, y continúa expresando 
twi. Estas células se mantienen asociadas a los discos imaginales (Ruiz Gomez et al. 1997). Por otra 
parte, las células precursoras que son determinadas durante la diferenciación de la musculatura 
somática en el embrión, sufren un proceso de duplicación y sobre la estructura resultante se fusionan 
los mioblastos competentes de fusión (Fernandes et al. 1991). Este proceso es dependiente de la 
función de twi que actúa a través de la activación del gen Mef2 (Cripps et al. 1998). Los mioblastos 
asociados al disco imaginal de ala dan lugar a los músculos indirectos de vuelo dorso-ventrales (IFM-
DVM); los situados en el disco imaginal de pata originan los músculos de salto (TDT) (Bate et al. 
1991; Fernandes et al. 1991) y los situados en los de ojo-antena, cibarial y labial originan los músculos 
cefálicos (Raghavan et al. 1985). Un segundo grupo de músculos adultos que se forma también de 
novo es el formado por algunos de los músculos abdominales (Bate et al. 1991; Bate et al. 1991; Currie 
et al. 1991). En este caso, los mioblastos migran hasta la región abdominal y se fusionan entre ellos 
por asociación con los nervios en crecimiento para dar lugar a la fibra muscular (Currie et al. 1991).  
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Figura 4. Subdivisión del mesodermo en Drosophila. Representación esquemática de las distintas señales 
involucradas en la subdivisión del mesodermo. Esta subdivisión se debe principalmente a la superposición de 
señales que se reciben del ectodermo. decaplentaplegic (dpp) se expresa en niveles altos en las células ectodérmicas 
más dorsales y actúa sobre las células del mesodermo subyacente. El efecto inductor de dpp divide el mesodermo 
en sectores dorsal y ventral. El mesodermo se subdivide a lo largo del eje antero-posterior por los genes de 
segmentación even skipped (eve) y sloppy paired (slp). La combinación de estos patrones subdivide el mesodermo 
en 4 dominios. La agrupación de células dorsales bajo la influencia de slp, wingless (wg) y dpp generara la 
musculatura cardiaca (mc) salvo en el parasegmento 13. Las células ventrales bajo la acción de slp generan el 
mesodermo somático (ms) y parte del cuerpo graso. Las células mesodérmicas dorsales que reciben la señal del 
ectodermo de dpp y hedgehog (hh) en el dominio funcional de eve  van a formar el mesodermo visceral (mv), 
mientras que las células ventrales que no reciben la señal de dpp van a formar el cuerpo graso (cg) y otros tejidos 
mesodérmicos. Esquema adaptado de FLYMOVE sobre (Riechmann et al. 1998). 
 
 
Figura 5. Formación del patrón muscular embrionario de Drosophila. Esquema de un embrión de estadio 10 
mostrando la expresión modulada del gen twist. Las células que expresan Twi fuertemente (azul medio) van a dar 
lugar a todos los músculos somáticos. (1) La expresión del gen pro neural lethalofscute (l’sc) en el dominio de 
fuerte expresión de Twi marca grupos de células mesodérmicas (círculos azul oscuro) que tienen el potencial de ser  
progenitores musculares. (2) Mediante un proceso de inhibición lateral mediada por genes neurogénicos se restringe 
la expresión de l’sc a células individuales que se convierten en progenitores musculares (P). El resto de las células 
pasa a ser mioblastos competentes para la fusión. (3) La división asimétrica de los progenitores da lugar a dos 
células fundadoras o a una fundadora y a un precursor de músculo adulto (PA). En cualquier caso, las dos células 
hermanas toman diferentes destinos. (4) Cada fundador va a dar lugar a la formación de un músculo específico al 
fusionarse con mioblastos competentes para la fusión. Esquema tomado de Baylies  et al., 1998. 
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2.2. El corazón de Drosophila: Conducto Dorsal. 
 Los insectos cuentan con un sistema circulatorio abierto en el que la hemolinfa fluye de forma libre 
por las cavidades corporales. El encargado de distribuir la hemolinfa es el conducto dorsal, que es el 
equivalente al corazón de mamíferos. Se trata de un tubo lineal relativamente simple que se extiende a 
lo largo de la línea media dorsal por debajo de la epidermis embrionaria. El conducto dorsal bombea la 
hemolinfa desde la región posterior a la anterior donde se libera hacia las cavidades corporales desde 
donde regresa al conducto. Tanto la salida como la entrada de la hemolinfa del conducto dorsal se 
realiza a través de unas válvulas presentes en las regiones anterior y posterior del mismo (Medioni et 
al. 2009). 
 El conducto dorsal está constituido por dos tipos celulares: cardioblastos y células pericárdicas. Los 
primeros se alinean para formar el tubo del corazón y expresan proteínas específicas musculares que le 
confieren la capacidad contráctil. Las células pericárdicas no expresan proteínas musculares y se 
encuentran estrechamente asociadas con los cardioblastos, recubriéndolos. El papel de estas células 
durante el desarrollo y la función del corazón no está claro (Rizki 1978; Ward et al. 2000; Bryantsev et 
al. 2009). 
 Desde un punto de vista anatómico, el conducto dorsal se pueden dividir en 2 regiones (Figura 6): 
a) El corazón propiamente dicho, se localiza en la región posterior entre los segmentos 
abdominales 4 y 7. Esta región cuenta con 3 pares de válvulas especializadas, denominadas ostia que 
se localizan en la pared lateral del corazón y que permiten la entrada de hemolinfa en el interior del 
corazón.  
b) La aorta, es la región más anterior del conducto dorsal  y tiene un menor diámetro que el 
corazón. Se encarga de liberar la hemolinfa en las proximidades del cerebro. 
 El conducto dorsal se encuentra anclado a la epidermis mediante 7 pares de músculos denominados 
músculos alares (“alary muscles”) y se encuentra rodeado en su región anterior por las glándulas 
linfáticas. La aorta atraviesa esta región y termina justo detrás de la comisura supra-esofagal, cerca del 
cerebro. Tanto los cardioblastos, como los músculos alares, como las células pericárdicas tienen un 
origen mesodérmico. La diferenciación del conducto dorsal se produce en la región dorsal posterior del 
mesodermo (Figura 4). En una gran variedad de organismos, tanto vertebrados como invertebrados, se 
ha descrito que la cardiogénesis requiere la acción de factores de transcripción de las familias de NK2, 
GATA y T-box (Cripps et al. 2002; Buckingham et al. 2005; Reim et al. 2005). La diferenciación de 
los tres grupos de células descritos: cardioblastos, células pericárdicas y músculos alares, comienza 
aproximadamente en la etapa 9 del desarrollo. En esta etapa el gen tin, el homólogo de NK2.5 en 
vertebrados, se expresa en todo el mesodermo. La secreción de wg y dpp desde el ectodermo va 
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Figura 6. El conducto dorsal de Drosophila. En la parte superior se muestra un esquema del corazón de 
Drosophila en función de los tipos de cardioblastos, indicándose los marcadores específicos que expresan estos 
cardioblastos. Se indican la región de la Aorta y el Corazón propiamente dicho en relación con los segmentos 
embrionarios. En la parte inferior se muestra la composición de un segmento embrionario (A2-A7) en cardioblastos 
y Células Pericárdicas. Se indican los marcadores característicos que permiten clasificarlos. svp, seven-up; tin, 
tinman; Doc, Dorsocross; wg; wingless; abd A, abdominal A; odd, odd-skipped; lb, ladybird. Todos estos 
marcadores permiten identificar un total de 16 células por hemisegmento y un total de 7 subtipos distintos de células 
del corazón. 
 
 
 
 
 
 
restringiendo el dominio de expresión de tinman en el mesodermo. Solo aquellas células que 
estuvieron expuestas a wg y dpp desde la etapa 9 a la etapa 11 continuaran expresando tin y se 
desarrollaran como precursores del conducto dorsal. En etapa 12 del desarrollo estas células se 
localizan en la región más dorsal del mesodermo a ambos lados del mismo. Los patrones de expresión 
de tin, wg y dpp dirigen el posicionamiento del conducto dorsal (Lockwood et al. 2002). 
 Hoy en día se sabe que tinman es un gen esencial en la formación del conducto dorsal o corazón 
(Azpiazu et al. 1993; Bodmer 1993) y un activador directo de Mef2 (Gajewski et al. 1997). Embriones 
deficientes en tinman no son capaces de generar el conducto dorsal (Azpiazu et al. 1993; Bodmer 
1993). También se ha demostrado que el gen Mef2 juega un papel importante en la determinación de 
las células que van a dar origen al corazón del animal (Gajewski et al. 1997). 
 Se han identificado distintos tipos de cardioblastos y células pericárdicas en función de las 
combinaciones especificas de genes que expresan (Figura 6). Así, en cada hemisegmento se 
desarrollan seis cardioblastos. Todos ellos expresan Mef2 y lo requieren para su diferenciación (Bour 
et al. 1995; Lilly et al. 1995). Por su parte tinman se expresa en los cuatro cardioblastos más 
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posteriores de cada hemi-segmento, permitiendo que estas células adquieran un destino de miocardio 
funcional. El factor de transcripción laddybird (lb) se expresa en los dos cardioblastos Tin+ más 
posteriores (Azpiazu et al. 1993; Bodmer 1993; Jagla et al. 1997). Los dos cardioblastos más 
anteriores de cada hemisegmento no expresan ni tin ni lb y por lo que adoptan un destino muscular no 
completamente funcional. Estos cardioblastos tin negativos expresan seven-up (svp) desde etapas 
tempranas del desarrollo muscular. La presencia svp en estas células evita que se exprese tin. En los 
cuatro cardioblastos posteriores Tinman reprime la expresión de Dorsocross (Doc), quedando por 
tanto la expresión de Doc restringida únicamente a los cardioblastos más anteriores que son Tin-
negativos. Estos cardioblastos formaran la ostia (Zaffran et al. 2006). 
 En las células pericárdicas la expresión de factores con motivos homeobox como eve, tin, ladybird 
early (lbe) y ladybird late (lbl) ha permitido identificar tres poblaciones distintas de células 
pericárdicas, (ver Figura 6; Frasch et al. 1987; Azpiazu et al. 1993; Bodmer 1993; Jagla et al. 1997). 
Dos células pericárdicas en cada hemisegmento expresan eve y tin. Estas se denominan células 
pericárdicas eve y se localizan en posición lateral y dorsal con respecto a los cardioblastos. Las cuatro 
células pericárdicas restantes por hemisegmento expresan tin y de estas, dos expresan lbe pero ninguna 
expresa eve (Jagla et al. 1997). Estas células se denominan células pericárdicas Tin+ y ocupan una 
posición ventral con respecto a los cardioblastos. Una segunda población de células pericárdicas es la 
definida por la expresión de odd-skipped (odd) (Ward 1997; Ward et al. 2000). La expresión de odd 
permite identificar cuatro células pericárdicas que no expresan ni tin, ni eve. Estas células pericárdicas 
se localizan en posición lateral y ventral respecto a la localización de los cardioblastos. Se ha 
demostrado que las células pericárdicas Odd se desarrollan a partir de tres progenitores mesodérmicos 
en cada hemisegmento. Dos de estos progenitores se dividen de forma asimétrica generando una célula 
pericárdica y un cardioblasto. Esta división asimétrica esta mediada por numb y Notch (N). Las otras 
dos células pericárdicas Odd se generan a partir de un único progenitor (Ward et al. 2000). 
 Como ya se ha comentado en el caso de la musculatura somática, diversos estudios genéticos han 
identificado un conjunto de genes que controlan las divisiones asimétricas de células progenitoras en 
diversos tipos de tejidos. Estos genes incluyen numb, sanpodo (spd) y miembros de la vía de 
señalización de Notch (Carmena et al. 1998; Dye et al. 1998; Skeath et al. 1998). La participación de 
estos genes en las divisiones asimétricas fue inicialmente descrita en varios trabajos realizados en el 
Sistema Nervioso de Drosophila (Skeath et al. 1998). Sin embargo, experimentos más recientes 
demuestran que sanpodo, numb y la vía Notch participan en las divisiones asimétricas de diversos 
progenitores mesodérmicos cardiacos, incluidos los que generan el linaje de células pericárdicas eve 
(Ruiz Gomez et al. 1997; Carmena et al. 1998; Park et al. 1998). Al igual que ocurría en la 
musculatura somática, en el desarrollo del  corazón las divisiones asimétricas dependen de la 
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distribución desigual de numb entre las dos células hijas. Se ha demostrado que numb ejerce su acción 
en la célula en la que se segrega impidiendo que esta exprese componentes de la vía de señalización 
Notch. Las interacciones entre los genes, numb, spd y la vía Noch, permite que una única célula 
progenitora se divida en dos células hijas con distinto destino celular (Uemura et al. 1989; Rhyu et al. 
1994; Guo et al. 1996; Spana et al. 1996; Park et al. 1998; Skeath et al. 1998). Es más, en mutantes de 
pérdida de función para spd o la vía de señalización de Notch las dos células hijas adoptan el mismo 
destino celular (Park et al. 1998; Ward et al. 2000). de igual forma, la deficiencia en numb provoca que 
ambas células hijas alcancen el mismo destino, sin embrago el destino elegido en este caso es el 
contrario al que se selecciona cuando se pierde la función de spd (Park et al. 1998; Ward et al. 2000). 
 2.3  Musculatura visceral. 
 En el intestino de Drosophila se pueden distinguir 3 zonas con distinta composición muscular. El 
intestino anterior, el medio y el posterior. Todos los músculos viscerales son de origen mesodérmico y 
los procesos de desarrollo que permiten la generación de los mismos son distintos. Actualmente no se 
conoce mucho acerca del desarrollo de los músculos viscerales del intestino anterior. Recientemente se 
ha demostrado que los músculos viscerales al igual que los músculos somáticos, se organizan en 
sincitio que se forman por la fusión de células individuales (Riechmann et al. 1998; Klapper et al. 
2001; Martin et al. 2001; Wolfstetter et al. 2009). En el intestino medio se distinguen dos tipos 
distintos de músculos viscerales. Los músculos circulares, que son sincitios binucleados y los 
músculos longitudinales que son polinucleados (con entre 2 y 6 núcleos por músculo longitudinal). En 
el caso de los músculos circulares cada sincitio se establece por la fusión de una célula fundadora (que 
al igual que en el caso de los músculos somáticos se encarga de proporcionar la identidad específica 
del músculo visceral) con un mioblasto competente de fusión. En el caso de los músculos 
longitudinales se producen fusiones adicionales que permiten generar el sincitio polinucleado. Las 
poblaciones de mioblastos fundadores son distintas y se pueden diferenciar por su patrón de expresión 
génica en etapa 11 del desarrollo (Bate 1990; Martin et al. 2001). 
 A diferencia del resto de los tejidos derivados del mesodermo, los primordios de músculos 
longitudinales ya se encuentran determinados en la etapa de blastodermo, presumiblemente debido a la 
expresión de brachyenteron (byn), que es un factor de transcripción implicado en la especificación del 
intestino posterior y la región anal (Singer et al. 1996). Sin embargo, el proceso de formación de la 
fibra muscular visceral es muy similar al de los otros tipos de músculos. Al igual que ocurre en los 
músculos somáticos, los genes duf and sns desempeñan un papel crucial en el proceso de fusión. Duf 
se expresa en todas las células fundadoras, mientras que sns se expresa en los mioblastos competentes 
de fusión. En la etapa 12 cada fundadores, se fusiona con un mioblasto competente de fusión, 
generando así un sincitio binucleado. Una vez que se fusionan las dos células, la célula que expresaba 
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sns (el MCF) deja de expresarlo pasando ambos núcleos a expresar duf de forma continuada. El resto 
de mioblastos competentes continúan expresando sns continuando las fusiones hasta que los sincitios 
tienen entre 2 y 6 núcleos de media (Martin et al. 2001; Klapper et al. 2002). 
 La señalización de dpp desde el ectodermo induce la activación de tin y bagpipe (bap). La 
expresión de tin es esencial para la formación de todos los derivados viscerales del mesodermo dorsal 
mientras que la expresión de bap solo es necesaria para la especificación de los derivados 
mesodérmicos viscerales en las regiones bajo la acción de la expresión del gen de segmentación eve 
(Azpiazu et al. 1993; Bodmer 1993; Zaffran et al. 2001; Zaffran et al. 2002).  
 Análisis clonales han demostrado que la determinación de los músculos circulares del intestino 
medio no se produce antes de la segunda mitosis post-blastodermal, que tiene lugar durante la etapa 8 
del desarrollo embrionario. Durante la etapa 10 los progenitores de los músculos circulares se 
encuentran asociados en racimos en la región dorsal del tronco mesodermo, entre los parasegmentos 4 
y 12 (Riechmann et al. 1998). A principios de la etapa 12 coincidiendo con el acortamiento de la banda 
germinal, los precursores de las fibras circulares se organizan en forma de empalizada, y se fusionan 
para generar sincitios binucleados. Durante el cierre del intestino medio, los músculos viscerales 
circulares, asociados con las células endodérmicas, se estiran dorsal y ventralmente rodeando el tubo 
del intestino medio en desarrollo.  
3. El factor de transcripción Mef2 en Drosophila. 
 La proteína Mef2 pertenece a la familia de factores de transcripción tipo MADS. La organización 
de esta familia de proteínas es muy similar. En el extremo N-terminal se sitúan los dominios más 
conservados evolutivamente, el dominio de unión a DNA tipo MADS y el dominio tipo Mef2. En el 
extremo C-terminal se encuentra el dominio de transactivación. Los factores de transcripción Mef2 
tienen la capacidad de homo y heterodimerizar a través del dominio MADS. Este es, además, un 
dominio de unión a DNA de baja afinidad y precisa de la presencia del dominio adyacente, el domino 
Mef2, tanto para la unión de alta afinidad con el DNA como para la dimerización (Molkentin et al. 
1996).  
 En vertebrados, donde fue descrito inicialmente, Mef2 forma parte de una familia de factores de 
transcripción formada por cuatro genes, Mef2A, B, C y D, y que juegan un papel esencial en la 
formación del músculo (Gossett et al. 1989). En Drosophila, la proteína Mef2 es codificada por un 
único gen que produce diversas isoformas que, a su vez, pueden presentar diferentes modificaciones 
post-transcripcionales. Los primeros datos de expresión de este factor de transcripción en Drosophila 
indican que Mef2 se expresa en todas las células musculares desde la gastrulación (3-4 horas) hasta el 
final de la embriogénesis (Lilly et al. 1994; Nguyen et al. 1994; Black et al. 1998). Inicia su expresión 
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con el comienzo de la especificación muscular, manteniéndola a lo largo de toda la diferenciación 
muscular. Mef2 se expresa esencialmente en todas las células que van a dar lugar a la formación de las 
estructuras musculares ya sean somáticas, viscerales o cardiacas (Taylor et al. 1995; Mantrova et al. 
1999). 
 Mef2 juega un papel fundamental en la adquisición del fenotipo muscular en Drosophila y 
vertebrados (Lilly et al. 1994; Nguyen et al. 1994; Black et al. 1998). En vertebrados, Mef2 es esencial 
para la diferenciación del músculo, aunque no es capaz de activar por sí mismo el programa miogénico 
en células en cultivo  de tejidos no diferenciados (Molkentin et al. 1996). Estos resultados sugirieron 
que Mef2 debía actuar con co-factores específicos para controlar la miogénesis y permitir la 
adquisición y mantenimiento de un destino muscular. La eliminación del gen en Drosophila provoca 
que, las células no adquieran el fenotipo mioblastoide y por tanto no formen ningún tipo de músculo 
en el embrión aun a pesar de que los precursores de células fundadoras se posicionen correctamente 
(Lilly et al. 1995; Ranganayakulu et al. 1995). Más aún, la falta de proteína Mef2 impide el proceso de 
fusión de los mioblastos durante la miogénesis. Se produce una ausencia total de proteínas contráctiles 
indicando que, en esta etapa, Mef2 juega un importante papel. Los mutantes de Mef2 expresan 
marcadores mesodérmicos como eve, que se expresa en los precursores de un músculo somático y en 
varias células pericárdicas. En los mutantes de Mef2, el número de células pericárdicas Eve+ no varía 
(Bour et al. 1995). Como ya se ha mencionado, los mioblastos en estos mutantes no son capaces de 
fusionarse aunque si son capaces de atraer hacia si las inervaciones nerviosas. Además, en estos 
mutantes las células precursoras musculares entran en apoptosis (Bour et al. 1995). En este mismo 
contexto, se ha demostrado que la expresión ectópica de la proteína Mef2 en la epidermis del embrión 
induce la expresión de genes específicos musculares (Lin et al. 1997).Todos estos hechos  demuestran 
la importancia de Mef2 en la diferenciación muscular. 
 A pesar de los abundantes datos disponibles a cerca de la función de Mef2, es poco lo que se 
conoce acerca del mecanismo de activación de este factor. En vertebrados y mediante estudios in vitro, 
se ha demostrado que la activación de al menos una parte de sus genes diana se produce a través de la 
interacción directa de Mef2 con los miembros de la familia de factores de transcripción miogénicos b-
HLH (Myf5; MyoD; MRF4 y miogenina). Además, estos trabajos han permitido identificar la 
secuencia consenso CTAAATATG, presente en muchos genes musculares, como la reconocida por 
Mef2 (Buckingham 1994; Olson et al. 1994). Esta activación Mef2/MyoD da lugar a la activación de 
los genes sarcoméricos, la unión al “enhancer” se realizará vía Mef2, MyoD/Myf5 o a través de la 
acción conjunta de ambos factores. Por otra parte, en ratón, los análisis genéticos indican que Myf5, 
MyoD y MRF4 realizan un papel parcialmente solapante y redundante en la especificación muscular. 
En cambio, los mutantes triples no producen músculo (Kassar-Duchossoy et al. 2004). En otros tipos 
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de músculo, cardiaco o visceral, se conoce poco de cuáles son los co-factores que acompañan a Mef2 
haciendo un papel equivalente a MyoD en músculo somático. 
 La situación en Drosophila es diferente. Se ha identificado un solo homólogo de MyoD, nautilus, 
que no realiza una función equivalente a realizado por los miembros de esta familia en vertebrados y 
que, a diferencia de la familia MyoD que se expresa en todos los músculos somáticos, se expresa 
exclusivamente en un grupo de estos músculo. El gen nau no es esencial para el desarrollo general del 
sistema muscular (Abmayr et al. 1998; Keller et al. 1998). Mef2 se expresa antes que nau, 
expresándose tanto en los precursores de músculo esquelético como en los de músculo cardiaco, 
mientras que nau solo se expresa en algunos precursores de músculos somáticos (Abmayr et al. 1998; 
Keller et al. 1998). En los mutantes de Mef2, nau se expresa con normalidad en las células adecuadas 
pero estas no llegan a formar el sincitio multi-nucleado necesario para la formación de las fibras 
musculares.  
 En Drosophila, el promotor del gen Mef2 ha sido ampliamente estudiado (Nguyen et al. 1998; 
Cripps et al. 1999; Potthoff et al. 2007). Se han  identificado de diferentes “enhancers” en la región 5´ 
del gen que permiten una expresión diferencial de Mef2 durante el desarrollo (Nguyen et al. 1998). Los 
productos de diferentes genes participan en la regulación de la expresión de Mef2 en distintas etapas y 
en distintos dominios mesodérmicos. Entre los reguladores descritos se encuentra el factor de 
transcripción twi, que es capaz de inducir la expresión ubicua de Mef2 en el mesodermo (Lilly et al. 
1994; Nguyen et al. 1994; Taylor et al. 1995). De igual forma, en el tejido muscular cardiaco el factor 
de transcripción tin es capaz de modular la expresión de Mef2 a lo largo del desarrollo en el sistema 
cardiaco en Drosophila (Gajewski et al. 1997).  
 Usando una combinación de ensayos de “ChIP-on-chip”, ensayos de microarrays de expresión y 
estudios con mutantes de pérdida de función el grupo de E. Furlong (Sandmann et al. 2006) ha 
sugerido que Mef2 actúa a lo largo de todo el proceso de la diferenciación muscular, desde la 
especificación hasta la diferenciación terminal. Mef2 activa diferencialmente tres grupos diferentes de 
genes. En las etapas más tempranas (4-6 horas) participa en la subdivisión del mesodermo dorsal 
activando a genes importantes para la especificación del territorio visceral (bap, slp1 o HLH54F) o 
cardiaco (nmr1, zfh1,u-shaped (ush)); posteriormente (6-8 horas) regula genes que dan identidad a las 
células fundadores (tin, muscleblind (mbd), lmd…) y finalmente a las 8-9 horas activa los genes de 
diferenciación muscular (MyHC, mlc1, mlhII, tmI, tmII, pm, Act57B, b-3tub60D, mlp60A, mlp84b, 
mp20, mbl…) necesarios para la formación de las fibras musculares. Además estos datos indican que 
aunque Mef2 se expresa ampliamente a lo largo del desarrollo muscular, su capacidad de unirse a 
DNA esta temporalmente regulada dependiendo posiblemente del contexto del "enhancer". Por otra 
parte, los niveles expresión de proteína Mef2 son especialmente importantes, algunos genes-diana se 
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activan a bajas concentraciones del factor y otros a altas concentraciones, lo que añade un nivel de 
complejidad más a la hora de estudiar la función de este factor de transcripción (Elgar et al. 2008). 
 Como ya se ha mencionado, a diferencia de vertebrados, en Drosophila no se conocen proteínas 
que interaccionen con Mef2. Un posible candidato a actuar con Mef2 en podría ser twi. El gen twi se 
expresa en todo el territorio mesodérmico, pertenece a  la familia de factores b-HLH y es esencial para 
el desarrollo temprano del mesodermo embrionario de Drosophila (Dohrmann et al. 1990; Michelson 
et al. 1990; Furlong et al. 2001). Además, la expresión inicial de Twist coincide con la de Mef2 (Taylor 
et al. 1995; Cripps et al. 1998), y se ha demostrado que mutantes con bajos niveles de Twist no 
producen músculo como sucede en vertebrados en el triple mutante de MyoD, Myf5 y MRF4 en 
vertebrados (Anant et al. 1998; Cripps et al. 1998; Valdez et al. 2000). Al igual que MyoD o Myf5, twi 
es un activador de Mef2 y se expresa antes que este (Gajewski et al. 1998). Estos datos podrían sugerir 
que twi podría ser uno de los co-factores que realice un papel equivalente al desempeñado por  familia 
MyoD en vertebrados, durante primera etapa de actuación de Mef2. Sin embargo, el patrón de 
expresión de twi es transitorio, su expresión se inicia durante la especificación del mesodermo (2.5-3 
horas), posteriormente en la etapa 11 del desarrollo (6 a 7 h) presenta un pico de expresión para, más 
tarde, reducir su expresión drásticamente (Bate et al. 1991). Durante el segundo periodo de actuación 
de Mef2,  la expresión de twi y nau no coincide totalmente con la expresión de Mef2 (Sandmann et al. 
2006). Finalmente, twist no se expresa en los precursores de músculo somático pero si en los cardiacos 
(Nguyen et al. 1994). Estos datos, aunque no descartan que Twi pueda interaccionar con Mef2, 
sugieren que ha de haber otros factores implicados en el proceso de diferenciacion que colaboren con 
Mef2.  
 Otros posibles candidatos menos estudiados podrían ser las proteínas con dominio tipo SAP como 
la Miocardina y MASTR que son capaces de estimular la actividad transcripcional de Mef2 en 
músculo cardiaco y esquelético respectivamente (Molkentin et al. 1995; Naidu et al. 1995; Molkentin 
et al. 1996; Creemers et al. 2006; Creemers et al. 2006). Mef2 también interacciona con factores de 
transcripción generales, como el co-activador p300 y los miembros de la familia de las histonas 
deacetilasas (Tanaka et al. 2008). Factores como hand, mbd, lmd y Cf2, entre otros, también se han 
relacionado con Mef2 y con el programa miogénico (Artero et al. 1998; Taylor 2000; Duan et al. 2001; 
García-Zaragoza et al. 2008; Tanaka et al. 2008). 
 En etapas posteriores del desarrollo muscular otros factores de transcripción colaborarían con Mef2, 
aunque hasta el momento no se conocen. El grupo de E. Furlong ha identificado más de 200 genes 
diana directos para Mef2 en Drosophila. Estos genes diana de Mef2 muestran patrones de expresión 
espacio-temporal diferentes, lo que sugiere que deben existir mecanismos de control reguladores 
adicionales, además de Mef2 (Sandmann et al. 2006). Entre estos genes diana podrían encontrarse los 
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co-factores de Mef2. Aunque Mef2 se expresa en todo el linaje muscular, algunos de su genes diana se 
expresan exclusivamente en subgrupos específicos de células, sugiriendo la participación de más 
factores bien que actúen a nivel de “enhancers” específicos diferentes a aquellos con los que 
interacciona Mef2 bien otros co-factores que interaccionen directamente con Mef2 o los “enhancers” 
con los que interactúa. 
 La búsqueda de co-factores adicionales capaces de colaborar con Mef2 en la activación diferencial 
de los genes diana sarcoméricos ha sido un área de interés en los últimos años. Uno de estos co-
factores podría ser Cf2. El gen Cf2 comparte el patrón de expresión de mef2, si bien su expresión 
empieza un poco más tarde (Bagni et al. 2002). Diversos estudios han demostrado la importancia de la 
acción conjunta de Mef2 y Cf2 para la consecución de los niveles adecuados de proteínas musculares 
en cada etapa (García-Zaragoza et al. 2008; Tanaka et al. 2008). Por último, recientemente nuestro 
laboratorio ha demostrado que Mef2 y Cf2 son capaces de interaccionar físicamente, al  menos in 
vitro, si bien esta interacción es débil (García-Zaragoza et al. 2008). 
4. El factor de transcripción Cf2 en Drosophila melanogaster. 
 El gen Chorion factor 2 se localiza en el brazo izquierdo del cromosoma 2 en la banda 25B1 de 
Drosophila y ocupa 6,1 kb. Hasta el momento no se ha identificado un homólogo en vertebrados. Este 
gen codifica una proteína que pertenece a la familia de factores de transcripción con dedos de Zn del 
tipo Cys2-His2 que reconocen por afinidad secuencias ricas en A+T (Figura 7; Shea et al. 1990; Gogos 
et al. 1992; Hsu et al. 1992). Este gen expresa tres isoformas diferentes que se producen por 
procesamiento alternativo. Las tres isoformas se diferencian en el número total de dedos de Zn, que 
varía entre 6 y 7 en el tamaño de las proteínas que codifican Cf2 I (514aa), Cf2 II (510aa) y Cf2 III 
(482aa). Las isoformas mayoritarias a lo largo del desarrollo son Cf2 I en adultos y Cf2 II en 
embriones, estando presentes ambas isoformas en estadio de pupa (Hsu et al. 1992). La isoforma Cf2 
III  es especifica del testículo. En el extremo amino terminal de las tres isoformas se sitúan 3 dedos de 
zinc, los dos primeros no se unen directamente al DNA y parece que ayudan a la unión al DNA del 
otro dedo de cinc estabilizando la estructura del DNA (Gogos et al. 1992; Hsu et al. 1992). En la 
región carboxi-terminal, Cf2-I y Cf2-II cuentan con 4 y 3 dedos de Zinc adicionales. Las dos 
isoformas adquieren una configuración diferente en esta región como consecuencia del distinto 
procesamiento del intrón 3, lo que permite que estas dos isoformas se unan a distintas secuencias de 
DNA (Hsu et al. 1992). Cada dedo de Zn de la región carboxilo terminal reconoce específicamente un 
triplete de nucleótidos de forma anti-paralela, haciendo que la isoforma Cf2 I, que cuenta con 4 dedos 
de Zinc en esta región, reconozca la secuencia consenso de 12 bases GTATATTATATA. Mientras que 
la isoforma Cf2 II, que solo cuenta con 3 reconoce la secuencia consenso GTATATATA, de 9 
residuos. El reconocimiento de diferentes secuencias consenso sugiere que estas dos isoformas partici- 
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Figura 7. Esquema del gen Cf2 de Drosophila. El gen Chorion factor 2 está constituido por 4 exones de los 
cuales el primero es no traducido. En la parte inferior se muestran las distintas isoformas que se generan a lo 
largo del desarrollo, por splicing alternativo. Estas isoformas se diferencian en su tamaño, en el número de dedos 
de Zn que presentan y en las secuencias de DNA que reconocen de forma específica. 
Chorion factor 2 (Cf2) 
Exón1 Exón 2 Exón 3 Exón 4 
ICf2 (I)I 
Cf2 (II) 
Cf2 (III) 
(514 aa) 
(510 aa) 
 (482 aa) 
 
 
 
 
pan en la regulación de distintos genes o que se unen con distinta afinidad al DNA, regulando así los 
niveles de expresión (Gogos et al. 1992). En el año 1995 se identificaron las primeras secuencias de 
alta afinidad de unión a Cf2 en un gen muscular: el intrón 1 del gen de la tropomiosina 1 (tm1) (Hsu et 
al. 1996). Posteriormente se han descrito sitios de unión a DNA en la mayoría de los genes musculares 
(García-Zaragoza et al. 2008). 
 Cf2 fue identificado por su implicación en el establecimiento  del patrón dorso-ventral durante la 
oogénesis de Drosophila. En la oogénesis, Cf2 está implicado en la vía de transducción de señales 
GRK-EGF R en las células del folículo (Hsu et al. 1996). Cf2 actúa en este caso como represor de 
diversos genes de expresión dorsal. Tanto la expresión ectópica como la eliminación de Cf2 alteran la 
polaridad dorso-ventral de la cámara del oocito (Mantrova et al. 1998). Sin embargo, los estudios 
funcionales más relevantes se han realizado en músculo y hoy se conoce que realiza un papel esencial 
en este tejido. Cf2 es un marcador miogénico que se expresa en los tres linajes muscularesen todos los 
músculos en desarrollo del embrión (Bagni et al. 2002). 
 La expresión de Cf2 se detecta inicialmente en el mesodermo somático y visceral, al comienzo de la 
etapa 11 (7h) tras el retroceso de la banda germinal, coincidiendo con la fusión de los mioblastos. En 
la etapa 13 las proteínas Cf2 II y Mef2 se detectan en todas las células de músculo esquelético. En 
etapas posteriores, Cf2 II se expresa en todos los linajes musculares si bien tras la etapa 16 su 
expresión comienza a decaer en músculos viscerales. Cf2 no se detecta en el corazón antes de la etapa 
13, a pesar de que los progenitores cardiacos ya se encuentran especificados desde la etapa 11 tras el 
retroceso de la banda germinal. En etapa 14 se detectan altos niveles de expresión en el conducto 
dorsal y se mantienen elevados a lo largo de todo el desarrollo del corazón. No ha descrita expresión 
de Cf2 en células pericárdicas (Bagni et al. 2002). En la etapa larvaria se detecta principalmente el 
RNA de Cf2 II, sin embargo en pupas se detectan las isoformas I y III, siendo mayoritaria la primera 
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de ellas (Hsu et al. 1992). La expresión de Cf2 durante el desarrollo es equivalente a la de Mef2 en lo 
que a los linajes musculares se refiere, si bien parece que la expresión de Mef2 comienza un poco 
antes que la de Cf2. De hecho Cf2 no se detecta en etapa 11 mientras que en este momento Mef2 ya 
aparece en musculatura somática y visceral. En etapas posteriores ambas proteínas comparten un 
mismo patrón de expresión (Bagni et al. 2002). 
 Hasta el momento existe bastante controversia acerca de cuál es la jerarquía genética de Mef2 y 
Cf2. Los análisis epistáticos realizados hasta el momento sugieren que la expresión de Cf2 es 
dependiente del factor miogénico Mef2 (Bagni et al. 2002). Experimentos realizados con líneas 
deficientes para Mef2 y Cf2 parecen sugerir que en la cascada génica el factor Cf2 es posterior a Mef2 
en la jerarquía de factores miogénicos. En la línea mutante D-Mef222-21, deficiente para Mef2, no se 
forman músculos aunque sí que aparecen los precursores musculares. En estos mutantes no es posible 
detectar expresión Cf2 en ningún linaje muscular. Por el contrario, en la  línea Df2γ27, en la que se ha 
eliminado el locus Cf2 (eliminando una región de unos 20Kb del cromosoma 2L) se sigue detectando 
expresión de Mef2. Estos resultados indican que en ausencia de Cf2 la expresión de Mef2 puede darse 
con independencia de Cf2 (Hsu et al. 1996; Bagni et al. 2002). En cuanto a la relación funcional entre 
Mef2 y Cf2, se ha demostrado mediante estudios de transfección en cultivos celulares que tanto Mef2 
como Cf2 son capaces de activar la transcripción de forma individual pero que ambos actúan 
sinérgicamente en la activación de la transcripción para mantener los niveles de transcripción altos. En 
el gen de la Actina57B (Act57B) se han identificado regiones de activación de la expresión que 
requieren de ambos factores, Mef2 y Cf2, para alcanzar los niveles de expresión adecuados. Ambos 
factores son capaces de activar la expresión de Act57B de forma individual tanto in vitro como in vivo, 
sin embargo solo la acción conjunta de ambos factores permite alcanzar altos niveles de expresión 
(Tanaka et al. 2008). 
 Por otra parte, estudios realizados en nuestro laboratorio sobre mutantes hipomorfos de Cf2 
demuestran que la reducción de Cf2 altera la expresión de diferentes genes musculares, afectando a la 
expresión relativa, y por tanto a la estequiometria, de los componentes del filamento grueso y fino. En 
estos mutantes se aprecio, en las distintas etapas del desarrollo analizadas, una reducción en la 
expresión de los genes de filamento delgado que se acompañaba de un aumento en la transcripción de 
genes del filamento grueso. Este efecto se veía agravado con la edad. Estos resultados demostraron que 
la disminución acusada de los niveles de Cf2 altera la expresión de los componentes de los filamentos 
fino y grueso a través de un mecanismo desconocido, afectando a la estequiometría de las proteínas 
sarcoméricas y, en consecuencia, al ensamblaje y funcionalidad de la miofibrilla (García-Zaragoza et 
al. 2008). Estudios previos ya habían demostrado que el factor de transcripción Mef2 es esencial para 
la activación de genes musculares en esta etapa de la diferenciación muscular (Ranganayakulu et al. 
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1995; Lin et al. 1996; Arredondo et al. 2001; Kelly et al. 2002; Marín et al. 2004; García-Zaragoza et 
al. 2008). Por otra parte, como ya se ha mencionado, nuestro grupo ha demostrado mediante 
experimentos de GST “pull-down” que Cf2 es capaz de interaccionar in vitro con Mef2 si bien esta 
interacción es débil (García-Zaragoza et al. 2008). En un estudio de los “enhancers” de genes 
musculares sarcoméricos co-regulados identificados en nuestro laboratorio se ha demostrado que estos 
cuentan con agrupaciones de sitios de unión para Mef2 y Cf2 en regiones de aproximadamente 500pb. 
En el laboratorio se ha hipotetizado que, para asegurar la producción de la cantidad correcta de 
proteína en cada tipo de fibra, estos elementos discretos interaccionan entre sí través de complejos 
multi-proteicos que contendrían, entre otros factores, Mef2 y Cf2. Este tipo de agrupaciones se ha 
encontrado en los “enhancers” de genes que codifican componentes tanto del filamento fino como del 
grueso (tnT, tnI, Tm1, Tm2, MyHC o Pm) (García-Zaragoza et al. 2008). Más aún, en el laboratorio se 
realizó un estudio de 1015 regiones genómicas que unen Mef2 in vivo y que fueron identificados por el 
grupo de E. Furlong (Sandmann et al. 2006). El análisis de estos fragmentos permitió determinar que 
un 15,3% de los sitios Mef2 identificados cuentan con un sitio de unión para Cf2 a menos de 200pb, lo 
que supone una frecuencia 9 veces mayor a la que cabria esperar en una distribución al azar. La 
elevada frecuencia con que aparecen estas agrupaciones aparezcan sugiere que han de ser importantes 
para la regulación de genes musculares de expresión general (García-Zaragoza et al. 2008). 
 En resumen, análisis genéticos, funcionales e in silico sugieren que Cf2 es un buen candidato para 
colaborar con complejos que contienen Mef2, en el mantenimiento de la transcripción de genes 
específicos del músculo. 
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Objetivos 
 Nuestro grupo en los últimos años se ha centrado en el análisis de la regulación transcripcional a 
nivel muscular y en el estudio de su implicación en el proceso miogénico, en diferentes modelos 
animales (inicialmente con Drosophila y más recientemente con el modelo de ratón). Estudios 
previos identificaron el factor de transcripción Chorion factor 2 (Cf2) como una proteína esencial 
para el establecimiento del patrón dorso-ventral durante la oogénesis en Drosophila. Posteriormente 
se ha demostrado la importancia de este factor como regulador miogénico en la diferenciación 
muscular.  
 En este trabajo hemos tratado de profundizar en el conocimiento de la implicación del factor de 
transcripción Cf2 en el desarrollo y mantenimiento del sistema muscular de Drosophila, para lo que 
nos planteamos los siguientes objetivos: 
  1.- Producción de anticuerpos policlonales contra los factores de transcripción Cf2 y 
Mef2. El objetivo era generar así herramientas específicas que nos permitiesen analizar su expresión 
y seguir de forma inequívoca la población de células musculares a lo largo del desarrollo 
embrionario. 
  2.- Análisis fenotípico en embriones y larvas del efecto de la reducción temprana de los 
niveles de Cf2, mediante microinyección directa en embriones de dsRNAi. 
  3.- Estudio de la función de Cf2 en el desarrollo embrionario muscular, usando para ello 
líneas deficientes o líneas transgénicas que expresan distintos niveles de Cf2, sobre-expresión, 
silenciamiento. Prestando especial atención a su posible relación con otros factores implicados en el 
desarrollo, mantenimiento o función de los linajes musculares somático y cardiaco. 
  4.- Caracterización funcional de la relación entre los factores miogénicos Cf2 y Mef2 en 
el desarrollo embrionario de los linajes musculares somático y cardiaco. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 43 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
__________________________________Materiales y Métodos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
_______________________________________________________________________Materiales y Métodos 
44 
 
MATERIALES 
 Todos los reactivos empleados en la preparación de las distintas soluciones y tampones han sido 
de grado analítico o de grado apto para su uso en biología molecular.  
1. Líneas de Drosophila melanogaster. 
 Las moscas se cultivaron en un medio compuesto de 10% de levadura, 7,5% de azúcar, 3,5% de 
harina de trigo, utilizando 0,6 % de ácido propiónico como antimicótico y 1,25% de agar. 
 De forma general en los estudios realizados en esta tesis las moscas se crecieron en una cámara 
de 25º C de temperatura y un 60% de humedad relativa, bajo un ciclo de 12 horas luz-12 horas 
oscuridad.  
1.1. Líneas de Drosophila melanogaster empleadas. 
 Las líneas de Drosophila melanogaster que se han usado en el desarrollo de esta tesis  se 
describen a continuación (Tablas I a IV). 
Tabla I. Líneas control y balanceadoras. 
Nombre Genotipo Origen Observaciones 
yellow white y, w;; M. Cervera Parental de las líneas 
transgénicas 
Doble balanceada y doble 
marcada 
y, w; If/CyO;MKRS/ Tm6,Tb M. Cervera Mapeo y estabilización 
de líneas letales 
CyOGFPTm3SerGFP w;sp/CyOActGFP;830/Tm3,Ser
Act5C GFP 
J. J. Arredondo Marcaje Fluorescente 
líneas en estudio 
MHC GFP y, w;;MyHC GFP M. Ruiz Gómez Expresión GFP en 
sistema muscular 
Tabla II. Líneas Deficientes. 
Nombre Genotipo Origen Observaciones 
Df2γ27 y, w ; Df2γ27/CyO ; + R.Cripps Deficiente en Cf2 
mef230-5 y,w; Df2/CyOkrGal4UASGFP; ; R.Cripps Deficiente en Mef2 
Tabla III. Líneas trans activadoras Gal4. 
Nombre Genotipo Origen Observaciones 
Mef2-Gal4 y, w;;Mef2-Gal4 M. Ruiz Gómez Activador muscular 
twi twi- Gal4 twi-Gal4;twiGal4; M. Ruiz Gómez Activador muscular 
Mef2-Gal4/Tm6,Tb y, w; If/CyO; Mef2-Gal4/ Tm6,Tb M. Cervera Activador muscular 
twi twi-Gal4;Tm6,Tb/MKRS twiGal4;twiGal4;MKRS/ Tm6,Tb M. Cervera Activador muscular 
Tabla IV. Líneas efectoras UAS. 
Nombre Genotipo Observaciones 
UAS Cf2s 86 y, w, P{UAS Cf2 };; Generada en este trabajo 
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2. Cepas bacterianas. 
 Para la transformación y crecimiento de plásmidos se utilizó la cepa de E. coli DH5α.  
 Para la expresión de proteínas recombinantes se empleo la cepa BL21(DE3) de E. coli aptas 
para la expresión inducida por IPTG. 
Los genotipos de ambas cepas se han descrito previamente (Sambrook et al. 1989). 
3. Plásmidos. 
3.1. Vectores bacterianos. 
- pGEM-Teasy (Promega). Vector utilizado en el clonaje y secuenciación de fragmentos de DNA 
amplificados por PCR. También se empleo en reacciones de transcripción in vitro para generar 
RNA interferentes de doble cadena que se emplearon para estudiar el efecto de la interferencia 
temprana de Cf2 por microinyección directa en embriones de D. melanogaster 
- pRSET B (Invitrogen). Vector de expresión que permite obtener niveles altos de expresión de 
proteínas recombinantes. Cuenta con un promotor inducible T7 que se activa en respuesta a la 
presencia en el medio de IPTG. Las proteínas recombinantes expresadas con este vector cuentan 
Nombre Genotipo Observaciones 
UAS Cf2s 86 DBDM y, w, P{UAS Cf2 };If/CyO;MKRS/ Tm6,Tb Generada en este trabajo 
UAS Cf2s 71 y, w;;P{UAS Cf2} Generada en este trabajo 
CyO/If  UAS Cf2s 71 y, w;If/CyO;P{UAS Cf2} Generada en este trabajo 
UAS Cf2i 5 y, w;; P{UAS RNAi Cf2} Generada en este trabajo 
CyO/If  UAS Cf2i 5 y, w;If/CyO;P{ UAS RNAi Cf2} Generada en este trabajo 
UAS Cf2i 12 P{UAS RNAi Cf2};; Generada en este trabajo 
UAS Cf2i 12 DBDM y, w, P{UAS RNAi Cf2};If/CyO;MKRS/ Tm6,Tb Generada en este trabajo 
UAS Cf2s 86; 
Mef2-Gal4/Tm6,Tb 
y, w, P{UAS Cf2 };; Mef2-Gal4/Tm6,Tb Generada en este trabajo 
UAS Cf2s 86; 
Mef2-Gal4/Tm3,SerGFP 
y, w, P{UAS Cf2 };; Mef2-Gal4/Tm3,SerActGFP Generada en este trabajo 
UAS Cf2i 12;  
Mef2-Gal4/Tm6,Tb 
y, w, P{UAS RNAi Cf2};; Mef2-Gal4/Tm6,Tb Generada en este trabajo 
UAS Cf2i 12;  
Mef2-Gal4/Tm3,SerGFP 
P{UAS RNAi Cf2};; Mef2-Gal4/Tm3,SerActGFP Generada en este trabajo 
twi-Gal4;twi-Gal4; 
UAS Cf2s 71/Tm6,Tb 
y, w,  twi-Gal4; twi-Gal4; P{UAS Cf2}/Tm6,Tb Generada en este trabajo 
twi-Gal4;twi-Gal4; 
UAS Cf2s 71/Tm3,SerGFP 
y, w,  twi-Gal4; twi-Gal4; P{UAS Cf2}/ 
Tm3,SerActGFP 
Generada en este trabajo 
twi-Gal4;twi-Gal4; 
UAS Cf2i 5/Tm6,Tb 
y, w,  twi-Gal4; twi-Gal4; P{UAS RNAi 
Cf2}/Tm6,Tb 
Generada en este trabajo 
twi-Gal4;twi-Gal4; 
UAS Cf2i 5/Tm3,SerGFP 
y, w,  twi-Gal4; twi-Gal4; P{UAS RNAi Cf2}/ 
Tm3,SerActGFP 
Generada en este trabajo 
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con una cola de Histidinas en el extremo amino terminal, lo que facilita la posterior recuperación y 
purificación de la proteína expresada. Se utilizo para la expresión de proteínas recombinantes 
empleadas en la generación de anticuerpos contra Cf2 y Mef2. 
3.2. Vectores de expresión en D. melanogaster. 
- pUAST. Utilizado en la transformación de Drosophila para el análisis in vivo de los efectos de la 
sobre-expresión o silenciamiento de Cf2, previamente descrito (Brand et al. 1993). 
- pUChsΠ∆2-3. Plásmido que aporta la expresión de la enzima transposasa en la generación de 
moscas transgénicas por transposición de elementos P. Se co-inyecta en embriones de Drosophila 
junto a las construcciones realizadas en vectores derivados de elementos P (Laski et al. 1986). 
3.3. Construcciones. 
 Las siguientes construcciones fueron diseñadas y preparadas en el presente trabajo: 
pGEM-Teasy dsRNAi e2. Contiene  una copia del primer exón traducido del cDNA de Cf2 de 
D. melanogaster, flanqueada en cada extremo por un promotor T7 que nos permiten transcribir 
ambas cadenas de DNA. Con este vector se generó el dsRNAi contra el exón 2 de Cf2 que se empleó 
para el análisis del efecto temprano del silenciamiento de Cf2.  
pGEM-Teasy dsRNAi e3e4. Plásmido generado en el laboratorio a partir del vector 
pGEMTeasy. Contiene  una copia de los exones 3 y 4 del cDNA de Cf2  de D. melanogaster, 
flanqueada en cada extremo por un promotor T7. Se empleo para generar el dsRNAi contra los 
exones 3 y 4 de Cf2. 
pGEM-Teasy dsRNAi lacZ. Contiene  una copia del cDNA de lacZ, flanqueada en cada 
extremo por un promotor T7.  Se empleo para generar el dsRNAi contra lacZ. 
pGEM-Teasy Anti Cf2. Contiene un fragmento de 955pb del cDNA de Cf2 flanqueado por 
las enzimas de restricción XhoI y NcoI. Se empleo en la producción de la construcción pRSET B 
Cf2.  
pRSET B Cf2. Contiene un fragmento de 955 pb del cDNA de Cf2 de D. melanogaster. 
Permite la expresión bacteriana de una proteína recombinante de Cf2 fusionada a una cola de 
Histidinas. Se empleo en la generación del anticuerpo contra Cf2. 
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pGEM-Teasy Anti Mef2. Plásmido que contiene un fragmento de 736pb del cDNA de Mef2 
flanqueado por las enzimas de restricción XhoI y NcoI. Se uso en la generación de la construcción 
pRSET B Mef2.  
pRSET B Mef2. Contiene un fragmento de 736 pb del cDNA de Mef2 de D. melanogaster. 
Permite la expresión bacteriana de una proteína recombinante de Mef2 fusionada a una cola de 
Histidinas. Se uso para generar el anticuerpo contra Mef2. 
pGEM-Teasy Cf2. Contiene una copia del cDNA de Cf2 flanqueado por enzimas de 
restricción NcoI. Se empleo en la producción  de la construcción pUAST Cf2. 
pUAST Cf2. Contiene  una copia del cDNA de Cf2  de D. melanogaster, precedida por un 
motivo tipo UAS y el promotor basal hsp70. Nos permite la sobre-expresión de Cf2 en Drosophila. 
pGEM-Teasy Cf2i Directo. Contiene una copia de la secuencia genómica que va desde el 
exón 2 hasta el 4 (incluyendo intrones) de Cf2 de D. melanogaster flanqueado por las enzimas de 
restricción NotI en el extremo 5’ y SfiI en el extremo 3’. Se empleo en la producción  de la 
construcción pGEM-Teasy RNAi Cf2 Final. 
pGEM-Teasy Cf2i Reverso. Plásmido que contiene una copia de los exones 1 y 2 del cDNA 
de Cf2 de D. melanogaster en orientación inversa flanqueado por las enzimas de restricción SfiI en 
5’ y XbaI en el extremo 3’. Se empleo en la producción  de la construcción pUAST RNAi Cf2 
Reverso. 
pUAST Cf2i Reverso. Contiene una copia de los exones 1 y 2 del cDNA de Cf2 de D. 
melanogaster en orientación inversa flanqueado por las enzimas de restricción SfiI en 5’ y XbaI en 
el extremo 3’. Se empleo en la producción de la construcción pUAST RNAi Cf2. 
pUAST Cf2i. En este caso la secuencia UAS dirige la expresión de una secuencia que genera 
un ssRNA con zonas con estructura de doble cadena capaz de interferir el mRNA  de Cf2 endógeno 
(Kennerdell et al. 2000). 
4. Oligonucleótidos. 
 Los oligonucleótidos utilizados en este trabajo fueron diseñados con la ayuda del programa 
informático Vector NTI Advance 10 (Rozen et al. 2000) y fueron sintetizados por Sigma. En la 
Tabla V se especifica el nombre, la secuencia en dirección 5’ a 3’ y la aplicación para la que fueron 
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diseñados  
Tabla V. Oligonucleótidos empleados (continúa en la página siguiente) 
Nombre Secuencia Aplicación 
T7 TAATACGACTCACTATAGGG Secuenciación 
Sp6 GATTTAGGTGACACTATAG Secuenciación 
5’ NcoI Cf2 GATCCATGGCGATGATAAAGTCCACCAC cDNA Cf2 UAS Cf2 
3’ NcoI Cf2 CCATGGCTAGAGCGGATGCAGCTTGGTC cDNA Cf2 UAS Cf2 
Anti Cf2 
5’ XhoI Cf2 CTCGAGGCAGGGCTTTATGGAACAGCAG Anti Cf2 
5’ NcoI Mef2 GATCCATGGATGGGCCGCAAAAAAATTC cDNA Mef2 
5’ XhoI  Mef2 CTCGAGTCAACGACAGAGCCAGACATCG Anti Mef2 
3’ NcoI Mef2 CTATGTGCCCCATCCGCC cDNA Mef2 Anti Mef2 
5’ SfiI Cf2 GGCCAATAAGGCCCCGTGTGAGTCGTTAAATG ssRNAi Cf2 
3’ XbaI Cf2 TCTAGAATGATAAAGTCCACCACGAA ssRNAi Cf2 
5’ NotI Cf2 GATGCGGCCGCATGATAAAGTCCACCACGAA ssRNAi Cf2 
3’ SfiI Cf2 GGCCAATAAGGCCCTGCAAAACAGCCACGA ssRNAi Cf2 
5' dsRNAi exón 2 TAATACGACTCACTATAGGGAGACCACCGCAG
GGCTTTATGGAACAGCAG 
dsRNAi exón2 
3' dsRNAi exón 2 TAATACGACTCACTATAGGGAGACCACCTCTG
CTTCGCCTGTGTGTATCT 
dsRNAi exón2 
5' dsRNAi exón 3 TAATACGACTCACTATAGGGAGACCACCCGCC
ACGCCCAAAGAAC 
dsRNAi exones 3-4 
3' dsRNAi exón 4 TAATACGACTCACTATAGGGAGACCACCCTAG
AGCGGATGCAGCTTGGTC 
dsRNAi exones 3-4 
5' dsRNAi lacZ TAATACGACTCACTATAGGGAGACCACCCGGC
TTCGTCTGGGACTG 
dsRNAi lacZ 
3’ dsRNAi lacZ TAATACGACTCACTATAGGGAGACCACCCGCC
AATCCACATCTGTGAAAG 
dsRNAi lacZ 
5’Gal4 TCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGA Genotipado 
3’Gal4 CAGCAGCCACTGGTAACAGGAT Genotipado 
5’GFP CGAGGGCGAGGGCGA Genotipado 
3’ GFP CTTCTCGTTGGGGTCTTTGC Genotipado 
5’lacZ TTGAAAATGGTCTGCTGCTG Genotipado 
3’lacZ TCTCTCCAGGTAGCGAAAGC Genotipado 
5’Comp. Cf2 CCAGCAACAACAAGGTGCAGTA Genotipado 
3’Comp. Cf2 AAGCGAATGTATGTGCAAGCGT Genotipado 
3’CG9650 AACCCCATCAAGGGTTAAGG Genotipado 
3’CG9650 GGAAGTGCACTCGTCTCACA Genotipado 
5’Comp.UAS Cf2 CAGCGTGAAGGACTATCTGACCAA Genotipado 
3’Comp.UAS Cf2 CCACTGCTCCCATTCATCAGTTC Genotipado 
5’Comp.UAS RNAi GTATCGCCCGCCGCC Genotipado 
5’Comp.UAS RNAi CACGTGCTCCTACTGCGGC Genotipado 
5. Anticuerpos y fluoróforos. 
5.1. Anticuerpos primarios. 
Los anticuerpos primarios empleados en inmuno histoquímica se muestran en la tabla Tabla VI, 
indicando el nombre del anticuerpo, el antígeno contra el que van dirigidos, la dilución a la que se  
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emplearon, la especie en que se genero el anticuerpo y el origen de los mismos. 
Tabla VI. Anticuerpos primarios empleados 
Anticuerpo Antígeno Dilución Host Origen 
Anti Cf2 Cf2 (1:750) Conejo Laboratorio 
Anti Mef2 Mef2 (1:5000) Conejo Laboratorio 
Anti Mef2 Mef2 (1:1000) Conejo Guirish Melkhiani 
Anti TnT TnT (1:1000) Conejo Laboratorio 
Anti MyHC MyHC (1:1000) Conejo S.Bernstein 
Anti Zfh1 Zfh1 (Mirar) Conejo Bhat, Krishna M. 
Anti Odd Odd-skipped (1:500) Conejo Jim Skeath 
Anti Tin Tinman (1:1000) Conejo Manfred Frasch 
2B8 Even-skipped (1:20) Raton Hybridoma Bank 
4D4 Wingless protein (1:100) Raton Hybridoma Bank 
C555.6D Slit protein (1:200) Raton Hybridoma Bank 
EC11 Pericardin (1:100) Raton Hybridoma Bank 
Anti Svp Seven-up (1:5) Raton Claude Desplan 
Anti LacZ LacZ (1:2000) Raton Manuel Calleja 
Anti GFP GFP (1:1000) Raton Roche 
Anti Odd Odd-skipped (1:200) Guinea Pig Center for Segmentation Antibodies 
5.2. Anticuerpos secundarios.  
Los anticuerpos secundarios empleados en inmuno-histoquímica se muestran en la tabla VII 
indicando el tipo de anticuerpo secundario, la longitud de onda de absorción/emisión del fluorocromo 
que tiene asociado, la dilución a la que se emplearon y el origen de los mismos. 
Tabla VII. Anticuerpos secundarios empleados 
Anticuerpo Fluoróforos Dilución Origen 
Goat Anti-Rabbit 488/519 1:1000 Molecular Probes 
Donkey Anti- Rabbit 488/519 1:1000 Molecular Probes 
Goat Anti-Mouse 488/519 1:1000 Molecular Probes 
Goat Anti-Rabbit 546/572 1:1000 Molecular Probes 
Goat Anti-Mouse 546/572 1:1000 Molecular Probes 
Goat Anti-Guinea Pig 555/576 1:500 Invitrogen 
Donkey Anti-Goat 594/617 1:5000 Invitrogen 
Goat Anti-Rabbit 647/670 1:1000 Molecular Probes 
Goat Anti-Mouse 647/670 1:1000 Molecular Probes 
6. Medios de Cultivo y tampones generales. 
Medio LB. Cada litro de medio contiene 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura 
y 10 g de NaCl, a pH 7,5 (ajustado con NaOH). 
Tampón de microinyección. 100mM tampón fosfato; 5mM KCl. 
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Tampón de lisis. 20mM fosfato sódico (pH7.4), 500mM NaCl, 20mM Imidazol, 8M Urea y 
0,2mg/ml de lisozima. 
Tampón de Unión. 20mM fosfato sódico (pH7.4); 500mM NaCl; 20mM Imidazol; 8M Urea. 
Tampón de Elución. 20mM fosfato sódico (pH 7.4); 500mM NaCl; 500mM Imidazol; 8M Urea. 
Tampón de electro elución. 25mM Tris Base; 192mM Glicina; 01% SDS. 
Tampón de unión Affigel. 100mM MOPS (pH 7.5); 0,1% Tween-20. 
Tampón de elución Affigel. 100mM Glicina; HCl (pH 2.4); 150mM NaCl. 
Solución de neutralización. Tris HCl 1M pH 8. 
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MÉTODOS 
 Los métodos generales de biología molecular, como el clonaje del DNA en plásmidos, la 
transformación de E. coli, la realización de cultivos bacterianos y las técnicas electroforéticas de 
proteínas y  ácidos nucleídos se llevaron a cabo según protocolos estándar que han sido previamente 
descritos (Sambrook et al. 2001).  
1. Microinyección de dsRNAi. 
 Los dsRNAi se generaron y recuperaron siguiendo las indicaciones del  Kit MEGAscript RNAi  
de Ambion (http://www.ambion.com/techlib/prot/fm_1626.pdf).  
 Los oligonucleótidos empleados fueron diseñados para generar fragmentos de cDNA flanqueados 
por regiones promotoras T7 que nos permiten transcribir las dos cadenas del cDNA en una sola 
reacción de transcripción, obteniendo así fragmentos de RNA de cadena simple (ssRNA) 
complementarios, que se anillan para generar los dsRNAi empleados. 
 Los fragmentos de cDNA de Cf2 empleados en la generación de los dsRNAi fueron amplificados 
mediante la técnica de PCR a partir del cDNA completo de Cf2, amplificado de una genoteca de 
cDNA de D. melanogaster, con los oligos 5’ NcoI Cf2 y 3’ NcoI Cf2. El fragmento de 1533pb 
obtenido se clono en el vector pGEM-Teasy generando la construcción pGEM-T easy Cf2. Esta 
construcción se amplifico y secuencio en busca de posibles mutaciones en la secuencia del cDNA 
de Cf2.Tras comprobar la ausencia de mutaciones se uso como molde de amplificación  de los 
distintos fragmentos de cDNA que se emplearon para generar los dsRNAi contra Cf2. 
 Se usaron las siguientes parejas de oligos: 
5'dsRNAi exón1 y 3' dsRNAi exón 2. -Fragmento de 656pb que se empleo para producir el dsRNAi 
contra el exón 2 del cDNA de Cf2. 
5'dsRNAi exón 3 y 3'dsRNAi exón 4. -Fragmento de 411pb que se utilizo  para generar el dsRNAi 
contra los exones 2 y 3 del cDNA de Cf2.  
5'dsRNAi lacZ y 3'dsRNAi lacZ. Como molde para generar el dsRNAi contra lacZ se empleo la 
secuencia de lacZ del vector pGEM-Teasy. Se genero un fragmento de 679pb, que se uso para 
producir el dsRNAi contra lacZ.  
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 Los fragmentos amplificados con estos oligos se clonaron en el vector pGEM-Teasy, mediante 
técnicas estándar de clonaje, generando las construcciones pGEM-Teasy dsRNAi e2, pGEM-Teasy 
dsRNAi e3-e4 y pGEM-Teasy dsRNAi lacZ que se emplearon para producir los dsRNAi. Estas 
construcciones se secuenciaron en busca de mutaciones en las regiones de cDNA de Cf2 o lacZ. 
Una vez descartada la presencia de mutaciones, las construcciones se linearizaron con las enzimas 
de restricción adecuadas, para producir la transcripción in vitro de los fragmentos de cDNA a partir 
de las regiones promotoras T7. Tras la transcripción con T7 polimerasa se generaron ssRNAi que 
fueron anillados, por incubación a 75ºC durante 5 minutos y dejando enfriar hasta alcanzar la 
temperatura ambiente, generándose así los dsRNAi. Tras el anillamiento se trato cada solución de 
dsRNai con una mezcla de DNAasa I y RNAasa para eliminar el molde de DNA y los ssRNAi no 
anillados. 
 Posteriormente los dsRNAi fueron recuperados siguiendo las instrucciones del kit MEGAscript 
RNAi y se microinyectaron de forma individual, a una concentración de 3µM en tampón de 
microinyección, mediante técnicas estándar , en embriones tempranos (<45 minutos) de la línea 
transgénica que expresa GFP bajo el control del promotor del gen de la Cadena Pesada de la 
Miosina (MyHC), denominada MyHC GFP, que permite por tanto analizar el patrón muscular en 
los embriones tras la  microinyección de los distintos dsRNAi.  
 Se microinyectaron un total de 75 embriones por experimento. Cada experimento se repitió por 
triplicado. 
2. Producción anticuerpos policlonales de conejo. 
 A lo largo de este trabajo se generaron anticuerpos policlonales en conejo contra las proteínas 
Cf2 y Mef2 de Drosophila melanogaster. 
 Para ello se diseñaron construcciones que nos permiten expresar en bacterias estas proteínas 
recombinantes fusionadas en la región amino terminal con una cola de Histidinas lo que nos facilita 
su purificación. Las proteínas purificadas fueron empleadas para inmunizar dos conejos con cada 
una. Se siguio un protocolo estándar de inmunización, durante un periodo de 10-12 semanas, tras lo 
que se obtuvo el suero de estos conejos. En las Figuras 8 y 9 se muestra un esquema general del 
procedimiento así como los resultados obtenidos en este proceso. 
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2.1  Generación de proteínas recombinantes. 
 Para generar las construcciones necesarias para la expresión bacteriana de proteínas 
recombinantes se amplificaron fragmentos de cDNA de Cf2 o Mef2 con las siguientes parejas de 
oligonucleótidos: 
5’ XhoI Cf2 y 3’ NcoI Cf2. Fragmento de 955pb del cDNA de Cf2. 
5’ XhoI Mef2 y 3’ NcoI Mef2. Fragmento de  736pb del cDNA de Mef2. 
 Los fragmentos amplificados se clonaron en el vector pGEM-Teasy generando las 
construcciones pGEM-Teasy Cf2 y pGEM-Teasy Mef2. Estas construcciones fueron secuenciadas 
en busca de mutaciones en el cDNA de Cf2 y Mef2. Una vez comprobada la ausencia de mutaciones 
las construcciones se digirieron con las enzimas de restricción NcoI y XhoI y se recuperaron los 
fragmentos de 955pb y 736 pb que se clonaron en el vector pRSET B digerido con las mismas 
enzimas, generándose las construcciones pRSET B Cf2 y pRSET B Mef2 respectivamente, que tras 
ser secuenciadas se emplearon para expresar las proteínas recombinantes de Cf2 y Mef2. 
 Con estas construcciones se transformaron bacterias competentes de la cepa BL21 en las que se 
llevo a cabo la expresión siguiendo métodos estándar. Para la purificación se emplearon las 
columnas HisTrap HP (GE Healthcare) siguiendo las directrices del fabricante. 
2.2  Purificación de proteínas recombinantes. 
 Una vez identificadas las fracciones con alta concentración de proteína recombinante se procedió 
a eliminar la Urea de estas muestras mediante electro-elución de proteínas utilizando un 
ElectroEluter 422 de BioRad, siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 Se determino la concentración de proteína en las muestras electro-eluidas mediante técnicas 
convencionales (en gel de poliacrilamida y ELISA). La eficiencia de recuperación tras la elución 
fue de un 80%. 
2.3 Inmunización de conejos. 
 La inmunización de los conejos se realizo según protocolos estándar. En la primera inoculación 
se empleo adyuvante de Freud completo mientras que en las restantes inoculaciones se empleo el 
adyuvante incompleto. Se realizaron un total de 6 inoculaciones por cada conejo con una separación 
de 1 semana en las 4 primeras inoculaciones y de 2 semanas entre la quinta y sexta. La primera 
inoculación fue intradérmica, las 3 siguientes fueron intramusculares y las dos últimas subcutáneas. 
Tras cada inoculación se extrajeron entre 5 y 10ml de sangre que se proceso para generar sueros que  
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Figura 8. Generación anticuerpos policlonales de conejo contra Cf2 y Mef2. A Esquema de las construcciones 
empleadas para la sobre-expresión de los antígenos Cf2 y Mef2. B, C Sobre-expresión de fragmentos Cf2 y Mef2 
respectivamente, empleadas en la inmunización de conejos. D Titulación del suero anti Mef2 generado. E Inmuno-
histoquímica obtenida con los sueros generados contra Cf2 (panel superior) y Mef2 (panel inferior) en embriones yw 
de 12 a 14 horas. 
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fueron titulados mediante la técnica de Western Blot. Dos semanas después de la ultima inoculación 
se sangraron los conejos obteniendose los sueros finales contra Cf2 y Mef2. Estos sueros fueron 
titulados detectándose señal usando los sueros anti Cf2 y anti Mef2 a una concentración de 1:3000 y 
1:7500  respectivamente. El mayor problema con estos sueros fue que daban un alto grado de fondo 
por lo que decidimos inmunoadsorber estos sueros con el fin de reducir el fondo inespecífico. 
2.4 Inmunoadsorción de Anticuerpos policlonales. 
 Para limpiar los sueros generados optamos por realizar una purificación por afinidad para lo que 
utilizamos Affigel 10-15 (BioRad). Las proteinas recombinantes de Cf2 o Mef2, se fusionaron a 
través de su extremo amino terminal al Affigel siguiendo las instrucciones del fabricante. Como el 
Affigel es incompatible con la alta concentración de Urea en la que obtenemos las proteínas 
recombinantes tras su purificación en las columnas HisTrap HP tuvimos que cambiar el tampón de 
las proteínas recombinantes antes de poder unirlas al Affigel para lo que utilizamos las unidades de 
filtración por centrifugación Microcon YM3 (Millipore) siguiendo las instrucciones del fabricante e 
introduciendo un paso de lavado adicional antes de la recuperación final de la proteína. El lavado 
adicional se realizo con el mismo medio en el que finalmente recuperamos la proteína. Tras este 
proceso obtuvimos las proteínas recombinantes en  un buffer de unión adecuado para su uso con el 
Affigel. 
 Para cada suero un total de 10mg de proteína recombinante se acoplo a 500µl de Affigel 10- 15, 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Todos los pasos fueron realizados a 4ºC.  
 Cada 500µl de Affigel activado con la proteína recombinante se empleo para inmunoadsorber 
2ml de suero anti Cf2 o anti Mef2, siguiendo las instrucciones del fabricante. Los anticuerpos 
inmuno-adsorbidos se eluyeron con 1ml de tampón de elución. El eluido se neutralizo con 200µl de 
Solución de neutralización. Este proceso se repitió una segunda vez obteniendo así 2 eluciones para 
cada anticuerpo. Tras este proceso se regenero el Affigel siguiendo las instrucciones del fabricante. 
EL Affigel regenerado se almaceno en PBS en presencia de 0,2 % Azida Sódica, a 4ºC para su 
posterior reutilización. 
 Las eluciones obtenidas con este proceso fueron alicuoteadas y almacenadas a -70ºC. Una de 
estas alícuotas para cada anticuerpo fue testada mediante la técnica de western blot por comparación 
con la señal obtenida con el anticuerpo original (Figuras 8 y 9).  
3. El sistema UAS/ Gal4. 
 Para el análisis de los efectos de la sobre-expresión y el silenciamiento de Cf2 en esta tesis 
hemos empleado el sistema de expresión regulable UAS/Gal4 desarrollado por Brand y Perrimon  
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Figura 9. Inmuno-purificación de anticuerpos policlonales generados. A Esquema de trabajo realizado y 
resultado obtenido por Western-Blot de los sueros inmuno purificados con esta técnica. B Inmuno-histoquímica 
obtenida con el suero generado contra Cf2. C Tinción en embrión yw con suero anti Mef2 inmuno-purificado. 
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(Brand et al. 1993), que permite la expresión selectiva de los genes clonados en patrones específicos 
de tejido, celulares, y/o temporales en D. melanogaster. Para ello se cruzaron las diferentes líneas 
activadoras Gal4, que expresan el factor Gal4 bajo el control de diferentes promotores (pudiendo 
dirigir así su expresión en diferentes tejidos y etapas del desarrollo) con las líneas transgénicas 
efectoras UAS, que portan el transgen que nos interesa expresar bajo el control de secuencias UAS, 
a las que se une el factor Gal4. 
3.1. Generación construcciones pUAST. 
 3.1.1. Sobre-expresión de Cf2. 
Se digirió la construcción pGEMT easy Cf2 (anteriormente descrita) con las enzimas de 
restricción NcoI tras lo que se recupero el fragmento de 1555pb que se clono en el vector pUAST 
digerido con NcoI generándose la construcción pUAST Cf2 empleada en el estudio de la sobre-
expresión de Cf2.  
 3.1.2. Silenciamiento de Cf2. 
Para producir esta construcción antes tuvimos que generar las siguientes construcciones: 
-pGEM-Teasy Cf2i Directo. Esta construcción se genero clonando el fragmento amplificado con 
los oligos 5’ NotI Cf2 y 3’SfiI Cf2 a partir de una extracción de DNA genómico de Drosophila. El 
fragmento de 3196pb resultante se clono en el vectro pGEMT easy. 
- pGEM-Teasy Cf2i Reverso. Se emplearon los oligos 5’ SfiI Cf2 y 3’ XbaI Cf2 para amplificar un 
fragmento de 1370pb a partir de cDNA de Cf2. Este fragmento contenía los exones 1 y 2 del cDNA 
de Cf2 en dirección opuesta. Este fragmento se clono en el vector pGEM-Teasy.  
 La generación de la construcción pUAST Cf2i la realizamos en 2 etapas, primero digerimos la 
construcción pGEM-Teasy Cf2i Reverso con las enzimas de restricción NotI y XbaI tras lo que 
recuperamos el fragmento de 1374pb generado. Este fragmento se clono en un vector pUAST 
digerido con las mismas enzimas. Generando la construcción pUAST Cf2i Reverso. A continuación 
pasamos a introducirle el segundo fragmento de la construcción final. Para ello digerimos la 
construcción pGEM-Teasy Cf2i Directo con NotI y SfiI, tras lo que recuperamos el fragmento de 
3196pb. Este fragmento se clono en la construcción pUAST Cf2i Reverso digerida con NotI y SfiI 
obteniendo así la construcción final pUAST Cf2i 
3.2. Generación líneas transgénicas de Drosophila. 
 Las líneas transgénicas se generaron utilizando la técnica de transformación mediada por 
elementos P descrita inicialmente por Spradling y Rubin (Rubin et al. 1982) a partir de la línea yw  
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Tabla IX. Esquema de los cruces realizados para generar las líneas efectoras UAS Cf2Mef2-Gal4, que nos 
permitió analizar los efectos de la sobre-expresión y silenciamiento de Cf2 dirigidas por el promotor de Mef2. 
que se caracteriza por tener los ojos blancos en el estadío adulto. 
 Con esta técnica se generaron las líneas transgénicas UAS Cf2s 86. UAS Cf2s 77, UAS Cf2i 5, 
UAS Cf2i 12. Las dos primeras se emplearon para estudiar los efectos in vivo de la sobre-expresión 
de Cf2 mientras que las dos últimas se usaron para analizar el efecto del silenciamiento de Cf2. 
 Para el mapeo cromosómico de las inserciones se utilizaron técnicas estándar de genética de 
moscas (Greenspan 1997). 
3.3. Generación líneas UAS-Gal4. 
 Para generar estas líneas se cruzaron las líneas transgénicas descritas en el apartado anterior 
contra líneas balanceadas que expresan Gal4 bajo el control del promotor de twist (twi-Gal4)o de 
Mef2 (Mef2-Gal4). A continuación se muestran los cruces realizados para obtener las líneas en 
estudio en este trabajo, en las Tablas VIII y IX 
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Tabla VIII. Esquema de los cruces realizados para generar las líneas efectoras UAS twi Gal4 empleadas en 
este estudio. Nos permitieron analizar los efectos de la sobre-expresión y silenciamiento de Cf2 dirigidas por el 
promotor de twist. 
. 
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4. Inmuno-histoquímica. 
 Las técnicas de inmuno-histoquímica permiten la identificación, sobre gran variedad de muestras 
(tisulares, citológicas, etc), de los antígenos deseados. La aplicación directa de anticuerpos 
policlonales o monoclonales sobre las diversas muestras permite la localización anatómica de la 
expresión del antígeno, su correlación con parámetros morfológicos, variaciones en los niveles de 
expresión, sensibilidad, especificidad, etc, dependiendo del tipo de estudio, proporcionando 
información adicional esencial en muchos casos. 
 A lo largo de este trabajo se realizaron numerosos ensayos inmuno-histoquímicos, sobre 
embriones de diversas etapas de desarrollo de las distintas líneas analizadas, mediante un protocolo 
estándar (Drosophila Protocols http://www.ceolas.org/VL/fly/protocols.html) con una única 
modificación como es que empleamos como solución de bloqueo,  antes de la incubación con el 
anticuerpo primario, el producto Image-iT ™ FX Signal Enhancer (I36933) de MolecularProbes, en 
vez de la típica solución de bloqueo (PBS(1x),0,1%TritonX100,5%NGS). 
 Las concentraciones a las que se emplearon los distintos anticuerpos (primarios y secundarios)  
en los diferentes ensayos se indicaron en las tablas V y VI de la sección de Materiales. 
 Las muestras generadas mediante esta técnica fueron analizadas en el Laboratorio de 
Microscopía Confocal del S.I.D.I. de la U.A.M.usando un microscopio confocal invertido. Para la 
obtención de las fotos presentadas se emplearon, tanto el Leica TCS SP2, como el Leica TCS SP5, 
disponibles en el servicio. 
 Las imágenes recopiladas para este trabajo fueron analizadas con el software libre ImageJ en su 
versión 1.43t (http://rsbweb.nih.gov/ij/). 
5. Cuantificación de los niveles de mRNA. 
 La cuantificación relativa de los niveles de mRNA se realizo mediante PCR a tiempo real usando 
un  equipo 7900HT Fast Real Time PCR System (Applied Biosystem). El RNA de las muestras fue 
extraído y cuantificado según protocolos estándar (Sambrook et al. 1989). 
 Para cada reacción de PCR se retrotranscribio 1µg de RNA de cada muestra por separado 
utilizando el kit QuantiTect Reverse Transcription Kit (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. La cuantificación se realizó utilizando sondas Taqman marcadas con FAM para los 
genes de Cf2 y Mef2 de D. melanogaster, diseñadas por Applied Biosystems. Las condiciones de la 
reacción de amplificación fueron establecidas por el Servicio de Secuenciación y PCR en tiempo 
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Real del instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols” CSIC-UAM. En todos los casos se 
analizaron por triplicado al menos 8 muestras individuales por cada línea en estudio. 
5.1 Ensayos de RT-PCR cuantitativa. 
 Diez individuos de cada genotipo se emplearon para extraer RNA con Trizol. 1μg de RNA se 
empleó en la reacción de retro transcripción a cDNA usando el kit High Capacity cDNA Archieve 
Kit (Applied Biosystems) según las instrucciones del fabricante. Como control de normalización 
interno se empleo el gen 18S rRNA. Se realizaron reacciones de PCR empleando como molde el 
producto retrotranscrito, con el Taqman Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). La 
amplificación se llevo a cabo en un sistema ABI PRISM 700 Sequence Detection (Applied 
Biosystem) con las siguientes condiciones: 2min50ºC, 10min95ºC, 40 ciclos (39s95ºC, 30s60ºC, 
30s68ºC), y un ciclo(15s95ºC, 1min60ºC, 1min95ºC).  
 El parámetro critico de la RT -PCR es el ciclo umbral Ct (threshold cycle) que nos define el 
momento de la reacción en el que con un menor número de ciclos se genera la mayor cantidad de 
DNA que proporciona  una señal de fluorescencia significativa. El Ct es inversamente proporcional 
al número de copias de DNA original. Para cada muestra se calcula el ∆Ct  restando al Ctmuestra el Ct 
control (Ct18S). posteriormente se calculo el ∆∆Ct según la fórmula ∆∆Ct = ∆Ct mutante - ∆Ctyw . 
finalmente se calcula la proporción de mRNA del control yw frente al del gen en estudio mediante la 
fórmula Ct
yw
muestra
mRNA
mRNA ∆∆−=







2  (Livak et al. 2001) 
6 Genotipado de líneas en estudio. 
 El hecho de que las líneas analizadas en este estudio no sean viables en homocigosis dificulto el 
análisis por PCR cuantitativa ya que no teníamos forma de distinguir entre los embriones 
homocigotos y heterocigotos para cada genotipo. Los marcadores lacZ y GFP empleados en los 
cromosomas balanceadores no eran aptos para la correcta identificación de los embriones antes de 
realizar la extracción de RNA.  
 Para solventar este inconveniente aplicamos la técnica descrita por Ghanim y White en el 2006 
(Ghanim et al. 2006). Esta técnica nos permitió identificar de manera fiable los embriones 
homocigotos y heterocigotos de las distintas líneas en estudio (sobre-expresión, silenciamiento y 
deficiencia de Cf2).  Esta técnica consiste en realizar el genotipado individual de los embriones para 
cada línea, antes de proceder a la extracciónrecuperación del RNA total.  
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 Cada embrión individual se homogenizo en un tubo de PCR de 200µl, con una punta de una 
pipeta, en un volumen de 15µl de buffer de homogenización (100 mM Tris-Cl, pH 8.2, 1 mM 
EDTA, 25 mM NaCl, 200 µg/ml Proteinasa K). De estos 15 µl se transfieren 4,5µl a un nuevo tubo 
de PCR. En los 10,5µl restantes se incorporan 30µl deTRIzol (Invitrogen) y se almacena a -20ºC 
para su posterior utilización. El tubo con los 4,5µl se incubo con Proteinasa K durante 30 minutos a 
28ºC, tras lo que esta se inactivo por tratamiento a 95ºC durante 5 minutos.  
 Estos 4,5µl se emplearon como molde en tres reacciones de PCR (1,5µl molde por reacción 
PCR) para cada embrión. En cada reacción de PCR se emplearon, 20pmol de cada primer, 0,5mM 
de una mezcla de  NTP y 1U de Taq Polimerasa Dynazime II (Finnzymes) en un volumen final de 
15µl. La ausencia o presencia de los distintos genes testados (Cf2, GFP, lacZ, CG9650) en las PCR 
nos permite identificar de forma segura los embriones homocigotos y heterocigotos de cada línea en 
estudio. Una vez identificados los embriones deseados (homocigotos o heterocigotos) se realizaron 
agrupaciones de 10 embriones antes de proceder a la recuperación del RNA total mediante técnicas 
estándar.  
 Se genotiparon más de 300 embriones por cada línea lo que nos permitió realizar 8 agrupaciones 
de 10 embriones para cada línea. 
 En el genotipado por PCR empleamos las siguientes parejas de oligos 
5’CG9650 y 3’ CG9650. Permite amplificar un fragmento del gen CG9650 (en el cromosoma I) de 
455pB. Empleado como control positivo de PCR en el genotipado de todas las líneas. 
5’lacZ y 3’ lacZ: Permite amplificar un fragmento del DNA de lacZ de 580pB. Empleado para el 
genotipado de la línea deficiente Df2γ27. 
5’Comp. Cf2 y 3’Comp. Cf2. Permite amplificar un fragmento de 372pb del intrón 1 del gen Cf2 de 
D. melanogaster. Se empleo en el genotipado de la línea deficiente Df2γ27. 
5’GFP y 3’ GFP. Permiten amplificar una fragmento de  550pb del DNA de GFP. Se empleo en el 
genotipado de las líneas UAS Mef2-Gal4 y UAS TwiGal4 (tanto sobre-expresión como 
interferencia). 
5’Gal4 y 3’ Gal4. Permite amplificar un fragmento del DNA de Gal4 de 450pB. Empleado para el 
genotipado de las líneas UAS Mef2-Gal4 (sobre-expresión e interferencia) 
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5’Comp.UAS Cf2 y 3’Comp.UAS Cf2. Permite amplificar un fragmento de 364pb de la 
construcción pUAST Cf2 usada para generar las líneas empleadas para el estudio de la sobre-
expresión. Se empleo en el genotipado de la línea twi Gal4; twi Gal4;UAS Cf2 71/Tm3SerGFP. 
5’Comp.UAS RNAi y 3’Comp.UAS RNAi. Permite amplificar un fragmento de 472pb de la 
construcción pUAST RNAi Cf2 usada en las líneas transgénicas empleadas para el estudio del 
silenciamiento de Cf2. Se empleo en el genotipado de twi Gal4;twi Gal4;UAS RNAi Cf2 5/Tm3Ser 
GFP. 
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Resultados 
 Estudios de diferentes laboratorios, entre ellos el nuestro, demostraron que Cf2 desempeña un 
papel esencial en la diferenciación muscular (Gajewski et al. ; Bagni et al. 2002; García-Zaragoza et 
al. 2008; Tanaka et al. 2008). Cf2 se expresa en los tres tipos de músculo tanto en embriones  como 
en adultos (Bagni et al. 2002). Estudios funcionales realizados en el laboratorio en mutantes 
hipomorfos de Cf2, demostraron que la disminución en los niveles de esta proteína provoca la des-
regulación  de la transcripción de los genes musculares sarcoméricos. Estas alteraciones en los 
niveles de expresión de estos genes se acompañan de anomalías estructurales y funcionales del 
músculo agravadas con la edad. Cf2 participa directamente en la regulación transcripcional de estos 
genes. Es más, resultados obtenidos tanto por el grupo de R. Cripps (Tanaka et al. 2008) como por 
nuestro grupo demuestran que Cf2 interacciona genéticamente con Mef2, el principal regulador de 
la miogénesis en Drosophila. Ambos factores de transcripción colaboran en la regulación 
transcripcional de un gran número de genes de expresión muscular (García-Zaragoza et al. 2008). 
Estos resultados demuestran que Cf2 se requiere para el desarrollo normal del músculo de 
Drosophila y también para su mantenimiento.  
 Con objeto de profundizar nuestro estudio del papel de Cf2 en la diferenciación y mantenimiento 
del sistema muscular de Drosophila en este trabajo se presenta el estudio de la función de este 
factor de transcripción en el desarrollo temprano de la mosca. Para ello, como paso inicial en su 
desarrollo se decidió generar un anticuerpo policlonal específico contra la proteína Cf2 y otro contra 
Mef2 (ver Materiales y Métodos). Paralelamente se realizo un estudio fenotípico del efecto que 
produciría la interferencia del mRNA de Cf2 mediante la microinyección directa de dsRNAi en 
embriones en la etapa de blastodermo sincitial. En la segunda parte de este trabajo y una vez 
confirmado que Cf2 desempeña un papel esencial en la diferenciación muscular desde etapas 
tempranas del desarrollo se procedió a realizar un estudio más profundo de la función específica de 
este factor de transcripción en la diferenciación muscular embrionaria usando para ello líneas 
transgénicas que expresan distintos niveles de Cf2, sobre-expresión o silenciamiento, que fueron 
generadas durante el desarrollo de este trabajo, así como una línea que presenta una deficiencia en 
Cf2. 
Cf2 y el desarrollo embrionario temprano: Microinyección de dsRNAi en 
embriones tempranos  de Drosophila. 
 La microinyección se realizo en embriones de la línea transgénica MyHC-GFP que expresa GFP 
bajo el control del promotor de la MyHC. La utilización de esta línea de Drosophila nos permitió 
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Figura 10. Microinyección de dsRNAi contra Cf2. A Tabla de resultados obtenidos tras la microinyección de 
dsRNAi en embriones tempranos de la línea MyHC-GFP. Se microinyectaron 75 embriones por triplicado para cada 
dsRNAi testado. B Embrión MyHC GFP microinyectado con tampón de microinyección. C Embrión MyHC GFP 
microinyectado con dsRNAi contra lacZ. D Embrión MyHC GFP microinyectado con dsRNAi contra el primer exón 
traducido de Cf2. E Embrión MyHC GFP microinyectado con dsRNAi contra un fragmento del segundo y tercer 
exones traducidos de Cf2. 
identificar in vivo todos los músculos embrionarios ya que GFP se expresa exclusivamente en el 
músculo y facilita el análisis de cualquier posible defecto muscular debido la disminución en los 
niveles de Cf2. La microinyección de un dsRNAi contra lacZ, gen que no se encuentra en el genoma 
de Drosophila o de tampón de microinyección solo, fueron controles para validar los resultados 
obtenidos. Se recogieron embriones de menos de 45 minutos, se microinyectaron en la fase de 
blastodermo sincitial y se dejaron desarrollar hasta las 23-24 horas en cámaras de 25 ºC  momento 
en que se procedió a su observación y análisis. 
 En los embriones microinyectados con los diferentes dsRNAs específicos de e2 y e3 e4, se 
analizo la viabilidad, tanto embrionaria (número de embriones que completan el desarrollo 
embrionario), como larvaria (número de larvas que alcanzan el tercer estadio larvario). Además se 
analizó la morfología muscular de los embriones microinyectados a fin de poder determinar si 
existían diferencias morfológicas apreciables entre embriones microinyectados con los distintos 
dsRNAi contra Cf2 y los embriones control. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 10. 
________________________________________________________________________________Resultados 
67 
 
 Un 84% de los embriones microinyectados con dsRNAi contra los exones 3 y 4 de Cf2 mueren en 
etapas tempranas del desarrollo embrionario, mientras que en el caso de la microinyección del 
dsRNAi contra el exón 2 de Cf2 el porcentaje de embriones muertos 24h después de la 
microinyección fue del 99% (Figura 10A). Sin embargo, los embriones microinyectados con 
dsRNAi contra lacZ o solo con tampón mostraron una letalidad embrionaria mucho más baja, 38% y 
30% respectivamente (ver Figura 10A). De todos los embriones microinyectados con dsRNAi contra 
Cf2 (contra el exón 2 y contra los exones 3 y 4) tan solo emergieron 13 larvas, ninguna de las cuales 
fue capaz de alcanzar el estadio de pupa. Las que alcanzaron estadios más avanzados murieron en 
larva de  2º o 3er estadio. Tomados en conjunto, estos datos sugieren que Cf2 tiene un papel esencial 
en etapas tempranas del desarrollo. Por otra parte la incapacidad para desarrollarse demostrada por 
las pocas larvas supervivientes apunta a que la función de este factor de transcripción también es 
necesaria en esta etapa. 
 El análisis morfológico de los embriones 24 horas después de la microinyección (Figura 10B-E) 
demostró que la mayor parte de embriones microinyectados con dsRNAi contra Cf2 no llegaban a 
formar el sistema muscular, muriendo en etapas muy tempranas del desarrollo sin estructuras 
musculares diferenciables. En la Figura 10 D y E se muestran dos de los embriones que alcanzaron 
etapas de desarrollo más avanzadas. Sin embargo, un elevado porcentaje de los embriones 
microinyectados solo con tampón o con dsRNAi contra LacZ, desarrollaron una musculatura normal 
(Figura 10B y C). Estos resultados, confirman nuestra hipótesis de que Cf2 es esencial para el 
desarrollo normal del sistema muscular embrionario-larvario en Drosophila. A la luz de estos 
resultados, decidimos realizar un análisis más profundo de la función de Cf2 en el desarrollo 
muscular de Drosophila.  
Los niveles de Cf2 deben estar fuertemente regulados durante el desarrollo 
embrionario. 
 Para llevar a cabo el estudio funcional de Cf2 decidimos analizar el efecto del aumento o 
disminución de sus niveles de expresión, para lo que se generaron varias líneas transgénicas de 
Drosophila. Las líneas generadas, UAS Cf2s y UAS Cf2i expresan, respectivamente, el cDNA de 
Cf2 o un ssRNA con zonas con estructura de doble cadena capaz de interferir el mRNA de Cf2. En 
la Figura 11A se muestra un esquema de los fragmentos utilizados para la generación de las 
construcciones. Las fragmentos insertados en el genoma de Drosophila contienen en 5’ el promotor 
basal de hsp70 y cinco secuencias UAS y en 3´ la secuencia de terminación de SV40. La expresión 
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de ambas secuencias, cDNA y ssRNA de Cf2, está controlada por las secuencias UAS (Webster et al. 
1988; Lillie et al. 1989; Brand et al. 1993). Estas secuencias dirigen la expresión de los genes que 
controlan en respuesta a la presencia del factor de transcripción de levadura Gal4. La utilización de 
líneas transgénicas en las que Gal4 se expresa de forma restringida en ciertos territorios o 
momentos permite, en las líneas transgénicas dobles, sobre-expresar o silenciar Cf2 en dominios 
concretos. De las diferentes líneas independientes generadas se han utilizado para este estudio las 
siguientes: 1) UAS Cf2s 86 y UAS Cf2s 71 que sobre-expresan Cf2 y tienen el inserto en los 
cromosomas X y 3 respectivamente y 2) UAS Cf2i 5 y UAS Cf2i 12 que interfieren Cf2 y que 
tienen el inserto en los cromosomas 3 y X  respectivamente (ver Materiales y métodos). La elección 
de estas líneas se basó en que las inserciones estuvieran situadas en distintos cromosomas o 
posiciones. 
 En este trabajo se han utilizado fundamentalmente dos líneas de expresión de Gal4: twist-Gal4 y 
Mef2 Gal4 en las que la expresión de Gal4 es dirigida por los promotores de twist y mef2 
respectivamente (Baylies et al. 1996; Ranganayakulu et al. 1996). A lo largo de esta tesis nos 
referiremos a estas líneas como “drivers”. El “driver” twist  Gal4 se expresa en todo el mesodermo 
en etapas tempranas del desarrollo embrionario así como en los precursores musculares en los 
estadios embrionario-larvario y adulto. El “driver” Mef2 Gal4 dirige la expresión de Gal4 con un 
patrón muscular general a partir del estadio 6-7. Las líneas dobles transgénicas sobre-expresaran o 
silenciaran Cf2 en estos territorios y se denominan Mef2 Gal4>UAS RNA Cf2 o twi Gal4>UAS-
RNA Cf2 cuando sobre-expresan el factor Cf2 o Mef2 Gal4>UAS RNAi Cf2 o twi Gal4>UAS-
RNAi Cf2 cuando interfieren el mensajero de Cf2. En versión abreviada aparecen en el texto como 
Mef2/Cf2s, twi/Cf2s para las líneas que sobre-expresan el factor y Mef2/Cf2i y twi/Cf2i para las que 
presentan pérdida parcial de función. Por otra parte, en este trabajo se ha completado el estudio de 
un mutante de deleción, Df2γ27 (Lane et al. 1993; Hsu et al. 1996; Ricard et al. 2001). Estas moscas 
presentan una deleción de aproximadamente 20 Kb que cubre el loci completo de Cf2 así como 
otros loci situados en la región 5´ del gen Cf2, como los de gcm, l(2)B73, l(2)DA2 (Lane et al. 1993; 
Ricard et al. 2001). La utilización conjunta de este mutante de deleción y las líneas de RNAi nos 
permitirá corroborar la especificidad de los fenotipos observados. 
 Se generaron líneas dobles transgénicas UAS y Gal4 con ambos “drivers”, tanto para la sobre-
expresión como para la interferencia (ver Materiales y métodos). Inicialmente se analizaron, de 
forma semi-cuantitativa, los niveles relativos de mRNA de Cf2 en las cuatro líneas UAS dirigidas 
por ambos “drivers” mediante RT-PCR convencional. Los resultados obtenidos se muestran en la 
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Figura 11. Se aprecia que en las cuatro líneas que portan una inserción UAS Cf2s hay una mayor 
cantidad de mensajero (Figura 11C). Por el contrario, en el caso de las líneas UAS Cf2i se observa 
un claro descenso en los niveles de mRNA de Cf2 (Figura 11D). Finalmente, cabe destacar que los 
efectos sobre el nivel total de mensajero de Cf2 en las distintas líneas son homogéneos, es decir, no 
existen variaciones relevantes entre las distintas líneas generadas. 
 Sorprendentemente, al establecer las líneas dobles transgénicas UAS y Gal4 no se pudieron 
establecer líneas homocigóticas para las dos inserciones en ningún caso ni para la sobre-expresión 
ni para la interferencia. Con el fin de constatar que la letalidad de estas líneas es debida a la 
variación de los niveles de Cf2 y no por la localización de las inserciones UAS o Gal4 se realizaron 
cruces entre distintas líneas dobles transgénicas del mismo tipo, es decir con el mismo “driver”. De 
esta forma se trataron de obtener  animales que presentaban dos copias tanto del “driver” como de 
la inserción UAS no estando estas últimas en homocigosis. De nuevo, estas líneas resultaron ser 
letales (Figura 11E). Hay que puntualizar que todas las líneas individuales generadas UAS Cf2s o 
UAS Cf2i, así como las líneas Mef2 Gal4 y twi Gal4 utilizadas son homocigóticas viables. Estos 
resultados permiten concluir que la letalidad observada en las líneas dobles transgénicas UAS-Gal4 
es debida al efecto de las variaciones en los niveles de Cf2. Por otra parte, que ninguna de las líneas 
UAS-Gal4 generadas fuese viable en homocigosis junto a ninguno de los “drivers”, sugiere que los 
niveles de Cf2 han de estar muy regulados durante el desarrollo. Fuertes variaciones en los niveles 
de este factor de transcripción resultan en letalidad embrionaria, en el caso de la sobre-expresión, o 
larvaria tardía, en el caso de la interferencia. 
 Una vez comprobado que las líneas transgénicas UAS funcionaban correctamente, comenzamos 
el análisis funcional de Cf2 mediante técnicas de inmuno-histoquímica. Esta aproximación  nos 
permite obtener, a lo largo del tiempo, una visión detallada del papel de Cf2 en el desarrollo del 
sistema  muscular de Drosophila. Inicialmente se analizó la expresión de Cf2 y Mef2 en embriones 
de 12 a 14h AEL (etapas 15-16) tanto en  líneas que sobre-expresan Cf2 como en aquellas en las 
que su expresión ha sido interferida. Para poder diferenciar los embriones homocigóticos y 
heterocigóticos, estos análisis se llevaron a cabo en presencia del balanceador Tm3, Ser ActGFP. 
Este balanceador porta una inserción que contiene la secuencia de la proteína fluorescente GFP bajo 
el control del promotor de la Actina5C. Así, solo aquellos embriones negativos para la expresión de 
GFP son homocigóticos para ambas inserciones, UAS y Gal4 
 En primer lugar se analizó la expresión de Cf2 con un anticuerpo contra este factor (ver Figura 
12 y Materiales y Métodos). El análisis de embriones que sobre-expresan Cf2 desde el “driver” 
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Figura 11. Generación y análisis de líneas transgénicas UASGal4. A Construcciones empleadas para la generación 
de las líneas UAS que nos permiten analizar los efectos de la sobre-expresión (superior) y el silenciamiento de Cf2 
(inferior). B Genotipos generales de las líneas dobles transgénicas generadas con las construcciones UAS Cf2 y los 
"drivers" Mef2Gal4 y TwiGal4. C Análisis por RT-PCR semi cuantitativa de las líneas empleadas en el estudio de 
viabilidad de las líneas UASGal4 para la sobre-expresión de CF2. Se muestran los resultados obtenidos en dos líneas 
UAS Cf2s distintas para cada "driver" Gal4 empleado. En el panel superior se muestra el control de carga de la RT-
PCR (fragmento de la Cadena Pesada de la Clatrina (chc)) y en el panel inferior la amplificación de Cf2 total. D 
Análisis por RT-PCR semi cuantitativa de las líneas empleadas en el estudio de viabilidad de las líneas UASGal4 para 
la interferencia de CF2. Se muestran los resultados obtenidos en dos líneas UAS Cf2i distintas para cada "driver" Gal4 
empleado. En el panel superior se muestra el control de carga de la RTPCR (fragmento de chc) y en el panel inferior 
la amplificación de Cf2 en dos líneas UAS Cf2 distintas para cada "driver" Gal4 empleado. E Tabla de resultados del 
análisis de la letalidad en homocigosis de las líneas UAS Gal4 generadas. 
𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓 
𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓
;𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓
𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓
; 𝐔𝐔𝐔𝐔𝐔𝐔
Tm3GFP
 
𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓 
𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓
;𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓
𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓
;𝐔𝐔𝐔𝐔𝐔𝐔 𝐂𝐂𝐂𝐂𝐂𝐂𝐓𝐓
Tm3GFP
 
𝐔𝐔𝐔𝐔𝐔𝐔 𝐂𝐂𝐂𝐂𝐂𝐂𝐓𝐓; ++ ;𝐌𝐌𝐌𝐌𝐂𝐂𝐂𝐂𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓Tm3GFP  
𝐔𝐔𝐔𝐔𝐔𝐔 𝐂𝐂𝐂𝐂𝐂𝐂; ++ ;𝐌𝐌𝐌𝐌𝐂𝐂𝐂𝐂𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓Tm3GFP  
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Mef2 Gal4, reveló que en los embriones heterocigóticos para el “driver” y homocigóticos para UAS 
RNA Cf2, se observan niveles de expresión de Cf2 mucho más altos que en los individuos yw 
(comparar Figura 12 A y B). Así mismo, se observa que los embriones homocigotos para ambas 
inserciones, identificados por la ausencia de GFP, están completamente desorganizados, y que esta 
desorganización se produce en etapas tempranas del desarrollo (Figura 12 paneles C y E). Además, 
se aprecia que los músculos de los embriones sobre-expresantes parecen contener un mayor número 
de núcleos (comparar Figura 12A y 12B y Figura 13). Cuando la sobre-expresión se llevo a cabo 
utilizando el “driver” twi-Gal4 se obtuvieron resultados equivalentes (Figura 12F y 12G). En la 
Figura 13  se muestra una  ampliación de tres segmentos abdominales, A3, A4 y A5 donde se 
aprecia en mayor detalle la variación aparente en el número de núcleos presentes en las fibras 
musculares. 
 A continuación se analizó, siguiendo la misma estrategia, el efecto de la perdida de función de 
Cf2. Para ello, se analizaron embriones deficientes para Cf2 utilizando la línea Df2γ27. Esta línea 
porta un cromosoma balanceador CyO, wg lacZ que permite la identificación de los animales 
homocigóticos como lacZ negativos. Tal y como se esperaba, en los animales homocigóticos para la 
deficiencia de Cf2 no se observa expresión de esta proteína (Figura 12I). En los embriones 
heterocigotos para Df2γ27 se observa una clara disminución de los niveles de expresión de Cf2 
(Figura 12H). Llama la atención que los músculos de estos animales, al revés de lo que se observa 
en el caso de la sobre-expresión, parecen contener un menor número de núcleos que los de los 
embriones yw (comparar Figura 13A y 13B). Como ya se ha mencionado, la deficiencia Df2γ27 
cubre varios locus además de Cf2. Para comprobar que los fenotipos observados se deben realmente 
a la falta de función de Cf2 y no a la de cualquiera de los otros locus, se analizaron las líneas en las 
que la expresión de Cf2 es interferida tanto utilizando el “driver” Mef2 Gal4 como twist Gal4 
(Figura 12L-O). Como se puede observar, tanto los animales heterocigóticos (Figura 12L y 12N) 
como los homocigóticos (Figura 12M y O), identificados por no expresar GFP,  muestran una clara 
disminución en los niveles de expresión de Cf2. Así mismo, se observa, en los animales 
homocigóticos para la interferencia, un descenso aparente en el número de núcleos presentes en las 
fibras musculares comparadas con el control (comparar Figura 13 paneles A, C y D). Tanto los 
embriones homocigóticos para la deficiencia como los dobles homocigóticos para el “driver” Gal4 
y UAS RNAi Cf2 son letales en larva de tercer estadio (datos no mostrados). Estas observaciones 
demuestran que los fenotipos observados en los embriones homocigóticos para la deficiencia Df2γ27 
son debidos específicamente a la perdida de función de Cf2. 
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Figura 12. Identificación genotipos en estudio. Se muestran los resultados obtenidos tras tinción contra Cf2 (A-C, 
F-I, L-O) y contra GFP (D, E) o LacZ (J, K) de las líneas en estudio, que nos permiten identificar los genotipos de 
los embriones analizados. A Embrión yw. B Embrión heterocigoto Mef2/Cf2s. C Embrión homocigoto Mef2/Cf2s. D 
Tinción contra GFP en embrión heterocigoto Mef2/Cf2s, el mismo que en B. E Tinción anti GFP embrión 
homocigoto Mef/Cf2s. F Tinción anti Cf2 embrión heterocigoto Twi/Cf2s. G Tinción anti Cf2 embrión homocigoto 
Twi/Cf2s. H Tinción anti Cf2 embrión heterocigoto Df2γ27. I Tinción anti Cf2 embrión homocigoto Df2γ27. J 
Tinción anti LacZ de embrión homocigoto Df2γ27. K Tinción anti LacZ embrión heterocigoto Df2γ27. L Tinción 
anti Cf2 embrión heterocigoto Mef2/Cf2i. M Tinción anti Cf2 embrión homocigoto Mef2/Cf2i. N Tinción anti Cf2 
embrión heterocigoto Twi/Cf2i. O Tinción anti Cf2 embrión homocigoto Twi/Cf2i. 
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Figura 13. Variación en tamaño aparente de fibras musculares. Se muestra la tinción contra Cf2 en la región 
lateral de embriones de 12 a 14 horas de las líneas en estudio. En todos los paneles lateral en región superior y 
ventral en región inferior. Se muestran los músculos de los segmentos abdominales A3-A4-A5. A Embrión yw. B 
Embrión heterocigoto DfγG27. C Embrión homocigoto Mef2/Cf2i. D Embrión homocigoto Twi/Cf2i. E Embrión 
heterocigoto Mef2/Cf2s. F Embrión heterocigoto Twi/Cf2s. 
Cf2 modula los niveles de Mef2 durante el desarrollo embrionario. 
 Una vez determinado que tanto la sobre-expresión como la perdida de función de Cf2 presentan 
fenotipos complementarios y habiendo observado lo que parece haber una variación en el tamaño de 
los músculos somáticos, valorado como número de núcleos por fibra, en respuesta a los diferentes 
niveles de Cf2, decidimos analizar la expresión de Mef2 en ambas situaciones. El factor de 
transcripción Mef2 ha sido descrito como el factor de transcripción clave en la diferenciación de la 
musculatura de Drosophila. Los mutantes nulos para Mef2 carecen de musculatura (Bour et al. 
1995; Lilly et al. 1995). Además, ha sido demostrado que la función de este factor de transcripción 
es dependiente de dosis (Elgar et al. 2008), por lo que es posible que los fenotipos observados se 
pudieran deber a un descenso en los niveles de expresión de Mef2. 
En la Figura 14 se muestra la expresión de Mef2 en embriones silvestres, embriones mutantes 
homocigóticos para Cf2, embriones interferidos, así como embriones en los que este factor de 
transcripción se ha sobre-expresado. Tanto en los animales homocigóticos para la deficiencia 
Df2γ27 como para la interferencia de Cf2, independientemente del “driver” utilizado, Mef2-Gal4 o 
twist-Gal4, se aprecian niveles de expresión de Mef2 claramente inferiores al control yw (comparar 
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Figura 14. Expresión de Mef2 en las líneas en estudio. Se muestran los resultados obtenidos tras tinción contra 
Mef2 de las líneas en estudio en embriones de 12 a 14 horas. A. Embrión yw. B. Embrión homocigoto Df2γ27. C. 
Embrión homocigoto Mef2/Cf2i. D. Embrión homocigoto Twi/Cf2i. E. Embrión heterocigoto Mef2/Cf2s. F. 
Embrión heterocigoto Twi/Cf2s. G. Embrión homocigoto Mef2/Cf2s. H. Embrión homocigoto Twi/Cf2s. 
 
Figura 14A con 14B, C y D). Es más, en embriones que sobre-expresan Cf2, utilizando cualquiera 
de los dos “drivers”, se observa un claro aumento en los niveles de Mef2 (comparar Figura 14A con 
14E y 14F). En este sentido es importante destacar que en embriones homocigóticos para los dos 
“drivers”, se observa la misma desorganización que al teñir con un anticuerpo contra Cf2 
confirmando el origen mesodérmico de estas células (Figura 14G y H; comparar con la Figura 12C 
y 12G). Estos datos sugieren que el niveles de expresión de Mef2 en el desarrollo embrionario de 
Drosophila son dependientes de los niveles de Cf2. Este resultado aun siendo sorprendente, ya que 
en la literatura se ha descrito a Mef2 como regulador de Cf2 y no al revés, podría tener dos 
interpretaciones alternativas: (1) Cf2 juega un papel esencial en el mantenimiento de los niveles de 
expresión transcripcional de Mef2 o (2) La proteína Cf2 es necesaria para la estabilización de la 
proteína Mef2, no estando afectada su transcripción. Para poder distinguir entre ambas posibilidades 
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decidimos analizar los niveles de mensajero de Cf2 y Mef2 por RT-PCR cuantitativa tanto en 
animales deficientes como en embriones que sobre-expresan Cf2. 
 La presencia de marcadores (GFP y LacZ) en los balanceadores de las líneas utilizadas nos 
permitía genotipar embriones individuales por PCR siguiendo un protocolo recientemente descrito 
(Ghanim et al. 2006). En la Figura 15 se muestran ejemplos de experimentos típicos de genotipado 
para identificar embriones homocigóticos para Df2γ27 (Figura 15A) o heterocigóticos para las líneas 
que sobre-expresan Cf2 (Figura 15B y 15C). Así, la ausencia de lacZ y Cf2 en el panel A indica 
embriones homocigotos para la deficiencia Df2γ27. Tras identificar por PCR los embriones con el 
genotipo deseado, los extractos correspondientes a los embriones seleccionados se agruparon de 5 
en 5 y el procedió a purificar y retro-transcribir el RNA total. De esta manera, se obtenían los cDNA 
genotipados para cada línea de nuestro interés. La expresión de Cf2 y Mef2 en las líneas en estudio 
se analizó por PCR cuantitativa utilizando sondas TaqMan (ver Materiales y Métodos) y los 
resultados se presentan en la Figura 15D. Estos experimentos nos permitían valorar los niveles de 
sobre-expresión e interferencia alcanzados en las diferentes líneas. 
 Como era de esperar, en embriones homocigóticos para la deficiencia Df2γ27, y que por tanto 
carecen del gen Cf2, no se observa expresión de este gen (Figura 15D). En consonancia con lo 
observado en las inmuno-tinciones con el anticuerpo contra Mef2, estos animales tienen niveles 
muy bajos de mensajero de Mef2 (Figura 15D). De igual forma, los animales en los que se ha 
interferido la expresión de Cf2 se observa una fuerte caída en los niveles de mensajero de ambos 
genes, siendo esta mayor para Cf2 que para Mef2. Se presentan los datos de PCR cuantitativa 
obtenidos de las líneas en estudio con los dos “drivers”, Mef2 y Twist (Figura 15D). Finalmente, en 
el caso de la sobre-expresión, se alcanzan niveles de mensajero de Cf2 entre 4 y 5 veces más altas 
que en el control yw (Figura 15D).  En estos animales, los niveles de mRNA de Mef2 son entre 2 y 
2,5 veces mayores que en el control yw (Figura 15D). Estos datos confirman que Cf2 modula la 
expresión transcripcional de Mef2. Podemos afirmar que Cf2 participa, ya sea directa o 
indirectamente, en la regulación transcripcional de Mef2 siendo capaz de modular sus niveles de 
expresión.  
Cf2 participa en el control del número de núcleos por fibra muscular.  
 En el análisis de los embriones deficientes para Cf2 se observo que los músculos somáticos eran, 
aparentemente más pequeños, contienen un menor número de núcleos, que en el control yw (Figura 
13B). Por otra parte, en los embriones que sobre-expresan Cf2 se observó el efecto inverso, es decir,  
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Figura 15. Niveles de mRNA de Cf2 y Mef2 en las líneas en estudio mediante RT PCR Cuantitativa. A, B, C 
Identificación por PCR del genotipo de embriones individuales. Se indican con flechas embriones homocigotos 
identificados mediante este ensayo. A Resultado obtenido en embriones de la línea Df2γ27. En el panel  superior se 
muestra el control de PCR para cada embrión. En el panel intermedio se muestra el resultado obtenido con el gen 
lacZ del balanceador empleado. En el panel inferior se presenta los resultados para el gen Cf2. B Genotipado 
embriones de las líneas con "driver" twiGal4. En el panel superior los resultados obtenidos con el control de PCR. 
En la parte intermedia se muestran los resultados obtenidos con el gen GFP presente en el balanceador de las líneas 
con "driver" TwiGal4. En el panel inferior se muestra el resultado obtenido contra la secuencia UAS presente en las 
líneas en estudio. C Genotipado embriones de las líneas con "driver" Mef2Gal4. En el panel superior los resultados 
del control de PCR. En el panel intermedio se muestran los resultados obtenidos con el gen GFP presente en el 
balanceador de las líneas con "driver" Mef2Gal4. En el parte inferior se muestra el resultado obtenido contra la 
secuencia Gal4 presente en las líneas en estudio. D Niveles relativos de mRNA de Cf2 (Naranja) y Mef2 (verde) 
para las líneas de la Deficiencia (Df2γ27), interferencia  (Mef2/Cf2i, Twi/Cf2i) y sobre-expresión (Mef2/Cf2s, 
Twi/Cf2s) de Cf2 con respecto a la línea control yw (línea magenta; valor=1). 
los músculos parecen ser de mayor tamaño (Figura 13E-F). Estos resultados sugerirían que los 
niveles de Cf2 podrían estar controlando el número de núcleos presentes en cada fibra.  
 A fin de poder determinar si Cf2 participa en el establecimiento del número total de núcleos por 
fibra muscular optamos por contar el número de núcleos presentes en un solo músculo en presencia 
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de mayores o menores niveles de Cf2. Para ello, se procedió a contar los núcleos que en un mismo 
segmento expresaran un marcador específico de fibra muscular y valorar así el número de núcleos 
presentes en ese músculo en particular. El gen eve, del grupo “pair-rule”, se expresa 
específicamente en el músculo Dorsal Agudo 1 (DA1). Este gen, eve, también se expresa en un 
grupo de células pericárdicas las cuales, no siendo musculares, no presentan expresión de Mef2 
(Figura 16). En consecuencia, un doble marcaje Eve/Mef2 nos permite identificar de forma 
inequívoca los núcleos pertenecientes al músculo DA1 y por tanto contabilizarlos con facilidad en 
los diferentes fondos genéticos utilizados. Los resultados se presentan en la Figura 16. 
 Se tiñeron con anticuerpos contra Eve y Mef2 embriones yw, deficientes para Cf2 o con su 
expresión interferida, así como en animales que sobre-expresan este factor de transcripción. Se 
contaron los núcleos que co-expresan ambos marcadores (Figura 16 y Tabla X). Los músculos DA1 
que no expresan Cf2 presentan un número menor de núcleos que los de los animales control 
(compare Figura 16A – C con 16D – F). Así mismo, en los embriones en los que se ha interferido la 
función de Cf2 se aprecia lo mismo, aunque el efecto es menor (datos no mostrados; Tabla X). 
Como era de esperar, en el caso de la sobre-expresión de Cf2 se observa un mayor número de 
núcleos por músculo DA1 (Figura 16G – I). El número medio de núcleos en el músculo DA1 en 
animales silvestres es de 13 ( Figura. 16 y Tabla X), sin embargo en los embriones que no expresan 
Cf2 este número es de 8 y en los animales interferidos es de 10-11 mientras que en los animales que 
sobre-expresan esta proteína es de 16-19 (Tabla X). Como se ha comentado anteriormente, Cf2 
modula los niveles de expresión de Mef2. Por tanto, la variación en el número de núcleos en 
respuesta a los diferentes niveles de expresión de Cf2 se podría deber a cambios en los niveles de 
expresión Mef2. Con objeto de explorar esta posibilidad,  decidimos analizar el número de núcleos 
en los músculos DA1 de embriones que sobre-expresan Mef2 bajo el control del mismo “driver” 
Mef2-Gal4 empleado para sobre-expresar Cf2. Como se muestra en la Figura 16 J-L y en la tabla X, 
los músculos DA1 de estos animales presentan un número normal de núcleos. Estos resultados 
confirman que Cf2 participa directamente en el control del número de núcleos por fibra y que esta 
participación es independiente de su papel como modulador de la expresión de Mef2. 
 La alteración de los niveles de expresión de Cf2 produce alteraciones en 
el patrón muscular embrionario.  
 Recientemente se ha demostrado que Cf2 participa en la regulación transcripcional de las 
proteínas sarcoméricas y que los mutantes hipomorfos para Cf2 muestran anomalías musculares 
estructurales y funcionales (García-Zaragoza et al. 2008). Es más, Cf2, junto a Mef2, es capaz de  
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Figura 16. Cf2 y los músculos somáticos. Determinación del número de núcleos en músculo Dorsal Agudo 1 
(DA1). Se muestra la superposición de tinciones anti Mef2 y anti Eve (A, D, G, J) así como las tinciones 
individuales anti Mef2 (B, E, H, K) y anti Eve (C, F, I, L), en región dorsal de hemisegmentos de embriones de 12 a 
14 horas de las líneas en estudio Df2γ27, Mef2/Cf2s y Mef2/Mef2s. A, B, C Embrión yw. D, E, F Embrión 
homocigoto Df2γ27. G, H, I Embrión heterocigoto Mef2/Cf2s. J, K, L Embrión heterocigoto Mef2/Mef2s. 
 
 
Tabla X. Número medio de núcleos en músculo dorsal DA1 en embriones en etapa 17. Entre paréntesis se indica 
el número de hemisegmentos afectados analizados. 
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inducir la expresión ectópica de  proteínas sarcoméricas en tejido nervioso (Tanaka et al. 2008). 
Finalmente, como se muestra en el apartado anterior, los niveles de Cf2 juegan un papel importante 
en el control del número de células que se fusionan para dar lugar al músculo diferenciado. La 
participación de Cf2 en este proceso parece ser independiente de Mef2. A la vista de estos datos, 
nos planteamos si Cf2 juega un papel más relevante en la diferenciación muscular del que 
inicialmente se pensaba. Y lo que es más importante, si este es podría ser, al menos parcialmente, 
independiente de Mef2. 
 Como se muestra en la Figura 17, el patrón muscular segmental del embrión de Drosophila es 
extraordinariamente ordenado, lo que hace bastante sencilla la detección de anomalías en su 
organización. Decidimos por tanto, estudiar si la perdida, total o parcial, o la ganancia de función de 
Cf2 producía alteraciones en el patrón muscular embrionario. Para ello se realizaron tinciones con 
anticuerpos contra la cadena pesada de la Miosina (MyHC) o la Troponina T (TnT) en los diferentes 
fondos genéticos. Las tinciones contra estas proteínas nos permiten marcar con claridad todos los 
músculos, lo que facilita la identificación de defectos en el patrón muscular. En la Figura 17 se 
muestran los datos obtenidos para la tinción contra MyHC. 
 En consonancia con lo que ha sido descrito con anterioridad, observamos una variación clara de 
los niveles de MyHC y TnT paralela a la variación en la expresión de Cf2 (Figura 17 y datos no 
mostrados). Tanto los embriones homocigóticos para la  interferencia de Cf2 con ambos “drivers”, 
mef2 y twist, que se presentan en la Figura 17C y D como para la deficiencia Df2γ27 (datos no 
mostrados) presentan un claro descenso en los niveles de expresión de MyHC y TnT (comparar 
Figura 17A y B con Figura 17C y D). Los embriones que sobre-expresan Cf2 muestran, por el 
contrario, niveles de expresión más elevados que el control (Figura 17E y F). Sorprendentemente 
estos embriones, presentan con frecuencia músculos adicionales, como por ejemplo la duplicación 
de los músculos laterales (Figura 17F, flecha), y/o alteraciones en el tamaño y morfología de 
diversos paquetes musculares, como es el caso del músculo DA3 que se muestra en la Figura 17E 
(flechas). Este músculo conserva su anclajes pero presenta una morfología más similar a otros 
músculos de su entorno como el DA2. Como era de esperar, en el caso de la pérdida total o parcial 
de Cf2 obtuvimos resultados opuestos. En estos embriones se observa la perdida de paquetes 
musculares completos, en la Figura 17C se muestra la pérdida del músculo LL4, que en el caso de la 
sobre-expresión de Cf2 se encuentra duplicado (Figura. 17F).  
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Figura 17. Cf2 y los músculos somáticos. Tinción anti MyHC en embriones de 12 a 14 horas de las líneas en 
estudio. En todos los paneles región Dorsal hacia región superior y Ventral hacia región inferior. A, B Tinción en 
embriones control yw. C, D Músculos laterales de embriones homocigotos Mef2/Cf2i (C) y Twi/Cf2i (D). E 
Segmentos abdominales de embrión de la línea de sobre-expresión Mef2/Cf2s. Se muestra el Músculo Dorsal DA3 en 
varios segmentos. F Músculos de región lateral de embrión de la línea de sobre-expresión Twi/Cf2s. La perdida de 
fibras musculares se indica con una flecha blanca (C, D) mientras que las alteraciones en la morfología de la fibra y la 
aparición de fibras adicionales se indican con una flecha magenta (E, F). 
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Variaciones en los niveles de expresión de Cf2 inducen variaciones el 
número de cardiomiocitos presentes en corazón de Drosophila.  
 Los efectos de la pérdida o ganancia de función de Cf2 en la musculatura somática embrionaria 
parecen sugerir que esta proteína juega un papel importante en la determinación y diferenciación de 
los precursores musculares. El corazón de Drosophila está formado por 104 cardiomiocitos ali-
neados en dos hileras y divididos segmentalmente. Cada hemisegmento, entre los segmentos T3-
A7, cuenta con 6 cardioblastos. En la mayor parte de los hemisegmentos, las dos células anteriores 
forman las válvulas u ostias y expresan seven up (svp) (ver Figura 6).  
 Las 4 células posteriores son contráctiles y expresan el factor de transcripción Tinman (Tin) 
(Figura 6). Cada una de estas células se determina en los estadios iniciales de la diferenciación 
cardiaca. Estas células diferenciaran dando lugar cada una a un cardiomiocito que no se fusiona con 
otros durante este proceso. A diferencia de las células musculares somáticas que son células pluri-
nucleares, los cardiomiocitos son células mono-nucleadas. Es decir, el número de total de 
cardiomiocitos es reflejo del número de células que fueron especificadas como tales en las primeras 
fases de la diferenciación cardiaca (Ward et al. 2000; Bryantsev et al. 2009). Así pues, se podría 
considerar que cada cardiomiocito es su propio precursor. Si realmente los niveles de Cf2 juegan un 
papel importante en la determinación de los precursores musculares, es muy posible que también lo 
hagan en la determinación de los precursores cardiacos. En este caso la sobre-expresión o pérdida 
de Cf2 debería de producir un incremento o descenso en el número de cardiomiocitos presentes en 
el corazón diferenciado.  
 Se realizaron tinciones en embriones de los diferentes genotipos con un anticuerpo contra Mef2 y 
se examinaron sus conductos dorsales, es decir el corazón en Drosophila. Los animales carentes de 
Cf2, homocigotos para la deficiencia Df2γ27, muestran un menor número de cardiomiocitos en sus 
corazones (Figura 18, comparar paneles 18A y C). Las fechas muestran lugares en donde aparecen 
huecos por la falta de células. Es más, esta falta de cardiomiocitos también se observa en aquellos 
animales en los que la expresión de Cf2 ha sido interferida, confirmando la especificidad del 
fenotipo (Figura 18D y E). Los animales interferidos presentan un descenso en el número de 
cardiomiocitos menor que los embriones nulos para Cf2. Esto no es sorprendente ya que como se 
muestra en la Figura 6 los embriones homocigotos para la interferencia expresan niveles 
significativos, aunque muy bajos, de Cf2. En consonancia con este efecto dependiente de dosis, los 
embriones heterocigotos para la deficiencia muestran una falta moderada de cardiomiocitos (datos 
no mostrados). Cuando se analizaron los embriones que sobre-expresan Cf2, se observaron 
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anomalías morfológicas más acusadas (Figura 18, comparar 18A con 18F y G). En numerosos 
segmentos se aprecian fenómenos de hiperplasia, llegando a aparecer segmentos con 3 filas de 
cardioblastos (flechas en Figura 18F y 18G). También aparecen cardioblastos adicionales aislados o 
en grupos de dos. Estos datos se resumen en la tabla XI. Analizados en conjunto estos resultados 
sugieren que, al igual que en el caso de la musculatura somática, es necesario un control estricto de 
los niveles de Cf2 para que se produzca la diferenciación del número correcto de cardiomiocitos. 
. Como ya se ha comentado, la variación en los niveles de expresión de Cf2 provoca una variación 
paralela en los niveles de Mef2. Dado que Mef2 juega un papel fundamental en el proceso de 
diferenciación muscular (Lilly et al. 1994; Nguyen et al. 1994; Bour et al. 1995; Black et al. 1998), 
cabe la posibilidad de que los fenotipos observados sean un efecto indirecto derivado de la 
variación en los niveles de Mef2. Con objeto de descartar esta posibilidad se realizaron tinciones en 
embriones en los que se sobre-expresó Mef2 con el “driver” Mef2-Gal4, el mismo que se empleó 
para sobre-expresar Cf2. Como se puede observar en la Figura 18B (comparar con 18A) el número 
de cardiomiocitos en estos embriones es normal, no observándose desorganización alguna en el 
corazón. Sin embargo, en estos embriones aparece un alto número de núcleos Mef2 positivos en las 
proximidades del corazón, rodeando el corazón en regiones más laterales y ventrales o un poco por 
debajo del conducto dorsal.  
 Con objeto de determinar si estos núcleos extra son o no cardiomiocitos, decidimos comprobar si 
se localizaban dentro o fuera de la región determinada por la Pericardina (Prc). Pericardina es una 
proteína extracelular secretada por las células pericárdicas y que delimita la región ocupada por los 
cardiomiocitos (Chartier et al. 2002; Ponzielli et al. 2002; Monier et al. 2007). También se analizó 
si estos núcleos expresan Tin, lo que confirmaría si son o no cardiomiocitos funcionales. Este 
último aspecto ya ha sido demostrado en estudios de sobre-expresión de Mef2 en los que se ha 
descrito que estos núcleos adicionales no expresan Tin por lo que no deben ser cardioblastos 
funcionales (Chartier et al. 2002). Los resultados obtenidos de este experimento se muestran en la 
Figura 19. Como se aprecia en esta Figura, en la región que ocupan los núcleos Mef2+ adicionales 
no se detecta señal Tin (Figura 19D-F). Además, esta región se encuentra fuera del dominio 
delimitado por la Pericardina. Estas células adicionales no son por tanto cardioblastos 
deslocalizados, confirmando que Cf2 ejerce un papel independiente de Mef2 en el proceso de 
diferenciación de los cardiomiocitos. Sorprendentemente, en estos embriones aparecen células Tin+ 
en regiones muy alejadas del conducto dorsal, en posición lateral. Estas celu las Tin+ se encuentran 
recubiertas por Prc. Aunque no podemos determinar la naturaleza de estas células adicionales con  
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 Figura 18. Cf2 modula el número de cardioblastos. Se muestra la tinción anti Mef2 en región dorsal de 
embriones de 12 a 14 horas de las líneas en estudio. A Embrión yw. B Embrión heterocigoto Mef2/Mef2s. C 
Embrión homocigoto Df2γ27. D Embrión homocigoto Mef2/Cf2i. E Embrión homocigoto Twi/Cf2i. F Embrión 
heterocigoto Mef2/Cf2s. G Embrión heterocigoto Twi/Cf2s. Las flechas blancas indican zonas con disminución en el 
número de cardioblastos y la presencia de cardioblastos con niveles reducidos de expresión de Mef2 se indican con 
flechas azules (C, D, E). Las flechas magenta indican zonas con aumento en el número de cardioblastos (F, G). 
 
 
Tabla XI. Número medio de cardioblastos en conducto dorsal de embriones de 12 a 14 horas de las líneas en 
estudio. Entre paréntesis se indica el número de embriones analizados. 
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Figura 19. Análisis de núcleos Mef2 en la línea de sobre-expresión de Mef2 con el “driver” Mef2Gal4 
(Mef2/Mef2s). Se muestran la superposición de tinciones anti Tin y anti Prc (A, B) así como las tinciones 
individuales anti Tin (C, D) y anti Prc (E, F). A, C, E Conducto dorsal de un embrión control yw. B, D, F 
Conducto dorsal de un embrión de la línea de sobre-expresión de Mef2 (Mef2/Mef2s). 
 
exactitud, lo más probable es que estas células sean células pericárdicas ya que no parecen expresar 
Mef2 y si parecen segregar pericardina.  
Para comprobar que los núcleos Mef2 positivos que apreciamos en las líneas que sobre-expresan 
Cf2 era cardioblastos funcionales, realizamos co-tinciones con anticuerpos contra las proteínas 
Mef2 y MyHC. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 20. Como se puede apreciar, 
todos los núcleos Mef2 positivos que aparecen en el conducto dorsal expresan MyHC, por lo que 
podemos concluir que se trata de células musculares funcionales, lo que las confirma como 
cardiomiocitos funcionales. Cuando llevamos a cabo el mismo tipo de análisis en las líneas con 
pérdida de función de Cf2 observamos que generalmente la falta de cardiomiocitos a lo largo del 
conducto dorsal  es compensada por la presencia de células de mayor tamaño, como demuestra la 
tinción con anti-MyHC (Figura 20A-C). Sorprendentemente, algunos de los núcleos Mef2 positivos 
de estos embriones no expresan MyHC, lo que sugiere que la anomalías morfológicas observadas 
en el conducto dorsal de animales carentes de Cf2, o con su expresión muy disminuida, son más 
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Figura 20. Naturaleza de los núcleos Mef2 positivos en conducto dorsal. A-C. Embrión de la línea de la 
deficiencia Df2γ27. D-F. Embrión heterocigoto de la línea de sobre-expresión Mef2/Cf2s. La falta de cardioblastos 
en conducto dorsal se indican con flechas blancas mientras que la presencia de cardioblastos adicionales se indica 
con flechas magenta. 
acusadas de lo que se pensó inicialmente. No solo disminuye el número de núcleos sino que algunos 
de los que expresan Mef2 no expresan proteínas musculares estructurales por lo que han de carecer 
de capacidad contráctil.  
Las variaciones en los niveles de Cf2 se reflejan en todos los linajes de 
cardioblastos. 
 Como ya se ha mencionado, el corazón de Drosophila presenta seis cardiomiocitos por 
hemisegmento entre los segmentos T3 y A7. Estas seis células tienen funciones diferentes, las 2 
anteriores forman el equivalente a lo que serian “válvulas cardiacas”, unas estructuras denominadas 
ostias. Las cuatro posteriores son células musculares propiamente dichas y son las responsables de 
la contractibilidad del corazón. Esta diferencia funcional se ve reflejada a nivel de expresión génica; 
Las células más anteriores expresan svp mientras que las cuatro más posteriores expresan tin. Dado 
que Cf2 participa en la especificación del número de cardioblastos presentes en el corazón, no 
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planteamos si esta participación se reduciría solo a uno de los dos linajes o si sería general, 
afectando a todo el corazón. En un intento de contestar a esta pregunta decidimos analizar la 
expresión conjunta de Mef2, expresado por todos los cardiomiocitos, es decir en los seis de cada 
hemisegmento y Svp, expresado solo por las células de las ostias, en los diferentes fondos genéticos 
analizados. Todos aquellos cardioblastos que expresen Mef2 y no expresen Svp son cardioblastos 
Tin positivos (ver Figura 6; Lo et al. 2003; Monier et al. 2007; Potthoff et al. 2007). 
 Como se aprecia en la Figura 21, las variaciones en los niveles de Cf2 producen alteraciones en 
el número de ambos tipos de cardioblastos, si bien los Tin positivos son los que se modifican en un 
mayor número de casos. Aunque siempre en menor medida que los Tin positivos, el número de 
cardioblastos Svp positivos también experimentan alteraciones en algunos segmentos.  
 Como ya se ha comentado, la perdida de función de Cf2 produce una reducción en el número 
total de cardioblastos del conducto dorsal. Esta reducción se observa en ambos linajes de 
cardioblastos, tanto Tin+ como Svp+, aunque en estos últimos se produce con una menor 
frecuencia. En todos los embriones analizados, se aprecia una  disminución en el número de 
cardioblastos Tin+  mientras que solo en 1 de cada 4 embriones se observa una reducción en el 
número de cardioblastos Svp+ (Figura 21D a F y Tabla XII). En ningún caso se detectan 
hemisegmentos con menos de dos cardioblastos Tin+, es más, en todos los embriones el número 
total de cardioblastos se mantiene por debajo de los 104 que se observan en los embriones 
silvestres. Cuando se analizaron embriones en los que la expresión de Cf2 había sido interferida se 
obtuvo el mismo resultado, confirmando que la reducción en el número de cardioblastos se debe a 
la perdida de función de Cf2 (Figura 21G a L y Tabla XII).  
 Cuando se analizaron embriones que sobre-expresan Cf2 se observo un incremento general en el 
número de cardioblastos, estando siempre el número total de cardioblastos por encima de los 104. 
La sobre-expresión de Cf2 afecta a los cardioblastos Tin+ en todos los segmentos del conducto 
dorsal (del T3 al A8) de forma heterogénea, habiendo por término medio 1,2 cardioblastos 
adicionales por hemisegmento (Figura 21M a R). Además el aumento en los niveles de Cf2 provoca 
que, en algunos casos, aparezca una pareja de cardioblastos Svp+ en los dos segmentos más 
anteriores del corazón, donde en condiciones normales, no se expresa svp. Podemos considerar que 
esta pareja de cardioblastos son células adicionales ya que el segmento en el que aparece tiene un  
número igual o superior de estas células respecto a la línea control yw. En general, se observa con 
mayor frecuencia un incremento en el número de cardioblastos  Svp+ en los segmentos A2 y A7 
(Figura 21M a R y Tabla XII). 
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Figura 21. Efecto de Cf2 sobre los linajes de cardioblastos. Se muestra la superposición de las tinciones anti Mef2 
y anti Svp (A, D, G, J, M, P) y las tinciones individuales anti Mef2 (B, E, H, K, N, Q) y anti eve (C, F, I, L, O, R) 
en región dorsal de embriones de 12 a 14 horas, de las líneas en estudio. A, B, C Embrión yw. D, E, F Embrión 
homocigoto Df2γ27. G, H ,I Embrión homocigoto Mef2/Cf2i. J, K, L Embrión homocigoto Twi/Cf2i. M, N, O 
Embrión heterocigoto Mef2/Cf2s. P, Q, R Embrión heterocigoto Twi/Cf2s. La falta de cardioblastos svp se indica 
con flechas blancas, mientras que la presencia de cardioblastos svp adicionales se indica con flechas azules. 
Cf2 participa en la determinación de los diferentes linajes de células 
pericárdicas. 
 La implicación de Cf2 en la determinación de los diferentes linajes de cardioblastos podría 
indicar que Cf2 participa en las primeras etapas de este proceso. En las primeras etapas del 
desarrollo del corazón de Drosophila se especifica un grupo de células en cada segmento que 
mantiene la expresión de tin y dará lugar a todas las células del corazón, tanto cardiomiocitos como 
células pericárdicas (Chartier et al. 2002; Ponzielli et al. 2002; Monier et al. 2007). 
  Los resultados obtenidos hasta el momento indican que Cf2 juega un papel importante en las 
primeras etapas de la determinación de los cardiomiocitos. Es más, esta función es independiente, al 
menos en parte, de Mef2. En este contexto, nos planteamos si Cf2 podría participar en la 
especificación de todo el linaje cardiaco, es decir en la especificación de los cardioblastos y también  
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Tabla XII. Número medio de cardioblastos tin y svp positivos en el conducto dorsal en embriones de 12 a 14 horas 
de las líneas en estudio. Se indica también el número de embriones analizados. 
 
 
de las células pericárdicas, y no solo en la de las células musculares (cardioblastos) del mismo. De 
ser así, el número de células pericárdicas debería verse alterado en caso de pérdida de función de 
Cf2. En el caso de la sobre-expresión de Cf2 esperaríamos observar alteraciones inversas a las 
producidas por su falta.  
 Las células pericárdicas se sitúan alrededor del conducto dorsal y su función no es del todo 
conocida aunque podrían tener un papel importante en el mantenimiento del flujo y la contracción 
cardiaca ver introducción y Figura 6 (Fujioka et al. 2005; Johnson et al. 2007). Estudios recientes 
han demostrado que las células pericárdicas participan en procesos de de-toxificacion pero que no 
son necesarias para que el corazón larvario funcione correctamente ni para el desarrollo del corazón 
adulto (Debjani Das 2008). 
  Como ya se ha comentado, la Pericardina es una proteína de matriz extracelular secretada por las 
células pericárdicas a las que rodea a lo largo de la aorta posterior y el corazón embrionario. Prc se 
concentra en la superficie de los cardioblastos no apareciendo nunca en el lumen del conducto 
dorsal. Así, esta proteína separa físicamente los dos linajes cardiacos, cardiomiocitos y células 
pericárdicas, situándose las primeras en el interior del área delimitada por esta proteína extracelular. 
 La Prc también se observa en las Glándulas Anillo (Ring Glands) (Chartier et al. 2002). Estudios 
previos sugieren que esta proteína promueve la migración y alineamiento de las células del corazón 
(Chartier et al. 2002). En embriones en los que el gen prc se ha silenciado por RNAi el epitelio 
cardiaco se desorganiza durante su migración hacia la línea dorsal (Chartier et al. 2002). En estos 
embriones al final del desarrollo embrionario se aprecia  que cardiomiocitos y células pericárdicas 
están desalineados apareciendo agrupaciones de ambos tipos celulares (Chartier et al. 2002). 
 La distribución de la Prc separando los dos linajes celulares cardiacos en el corazón embrionario 
desarrollado y su función durante el desarrollo del mismo hace de la Prc un buen marcador para 
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investigar la participación de Cf2 en la especificación de todo el linaje cardiaco y no solo en sus 
células musculares. 
 Se realizaron tinciones dobles contra Pericardina y Mef2 en embriones de las diferentes líneas 
deficientes y transgénicas en estudio. Los resultados obtenidos en este análisis se muestran en la 
Figura 22. La disminución de los niveles de Cf2 se traduce en una aumento generalizado de la 
expresión de Pericardina. Este aumento es especialmente evidente en la región anterior de la aorta. 
Tanto en los animales homocigóticos para la deficiencia Df2γ27 como en aquellos en los que su ex-
presión se ha interferido por RNAi se observa una expresión homogénea de Prc a lo largo de todo el 
conducto dorsal. Además, en algunas zonas se aprecia que la Prc penetra en el territorio 
correspondiente a los cardiomiocitos, llegando, en algunos, casos a rodearlos por completo (Figura 
22D a L). El territorio de expresión de la Prc se expande hasta alcanzar regiones ocupadas por 
núcleos somáticos, sobre todo en la región más posterior del corazón, en el segmento A8. Este 
fenotipo contrasta fuertemente con el de los animales silvestres en los que los niveles de expresión 
de la pericardina son ligeramente más altos en el corazón en comparación con la aorta (comparar 
22C con 22F). En estos animales, la Prc nunca se expande dentro de la región ocupada por los 
cardiomiocitos y en ningún caso rodea por completo a ninguna de estas células (Figura 22A a C). 
 Contrariamente, las líneas que sobre-expresan Cf2 muestran un fuerte descenso en la expresión 
de Prc, llegando esta a desaparecer en zonas concretas dentro de la región anterior aorta. Este ultimo 
fenotipo también se aprecia, si bien de manera más leve, en regiones más posteriores de los 
embriones que sobre-expresan Cf2 (Figura 22M a R). 
Estos resultados apoyan fuertemente la idea de que Cf2 juega un papel importante en las 
primeras etapas de la diferenciación cardiaca. Es más, la gran diferencia observada en los niveles de 
expresión de Prc en situaciones de sobre-expresión o perdida de función de Cf2 podría ser reflejo de 
la existencia de diferencias en cuanto al número de células pericárdicas. Zfh1 es un factor de 
transcripción que se expresa en todas las células pericárdicas pero no se expresa en cardiomiocitos 
(Postigo et al. 1999; Santos et al. 2004; Liu et al. 2006; Nguyen et al. 2006; Sellin et al. 2009). 
Decidimos realizar tinciones con un anticuerpo anti Zfh1 para comprobar si, efectivamente Cf2 
disminuye a  consecuencia de su sobre-expresión. Como se observa en la Figura  23 en embriones 
que carecen de función Cf2 se observa un fuerte incremento del número de células pericárdicas 
(Figura 23B–D; comparar con Figura 23A). De hecho, se aprecia la aparición de células  Zfh1 
positivas en territorios externos al conducto dorsal(ver flechas, el número de células pericárdicas 
aumenta en respuesta a la perdida de función de). El  análisis de las líneas en las que se ha 
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Figura 22. Expresión de PRC en las líneas en estudio. Determinación de la expresión de PRC. Se muestra la 
superposición de las tinciones anti Mef2 y anti PRC (A, D, G, J, M, N) y las tinciones individuales, anti Mef2 (B, E, 
H, K, N, Q) y anti PRC (C, F, I, L, O, R) en región dorsal de embriones de 12 a 14 horas de las líneas en estudio. A, 
B, C Embrión yw. D, E, F Embrión homocigoto Df2γ27. G, H ,I Embrión homocigoto Mef2/Cf2i. J, K, L Embrión 
homocigoto Twi/Cf2i. M, N, O Embrión heterocigoto Mef2/Cf2s. P, Q, R Embrión heterocigoto Twi/Cf2s. 
interferido la  expresión de Cf2 confirmo que, en efecto, esta pérdida se debe específicamente a la 
perdida de función de Cf2 (Figura 23C y D). Como era de esperar, las líneas que sobre-expresan 
Cf2 muestran una disminución en el número de células que expresan Zfh1 (Figura 23E y F). Estos 
resultados confirman nuestra hipótesis sobre la participación de Cf2 en las primeras etapas de la 
diferenciación cardiaca. Cf2 no se expresa en las células pericárdicas, por lo que lo más probable es 
que la perdida de función de Cf2 permita que un número de células mayor del debido sea 
especificado como célula pericárdica. Cuando Cf2 se sobre-expresa un menor número de células 
adquiriría un destino no muscular, disminuyendo el número de células pericárdicas. Sin embargo, al 
igual que en el caso de los cardiomiocitos, las células pericárdicas pertenecen a diferentes linajes. 
En general, según los marcadores que expresan, las células pericárdicas se podrían dividir en dos 
grupos, células pericárdicas tin positivas y  células pericárdicas odd skiped positivas (odd). Estos 
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Figura23. Expresión de Mef2 en las líneas en estudio. Se muestran los resultados obtenidos tras tinción contra 
Zfh1 en región dorsal de embriones de 12 a 14 horas en las líneas en estudio. A Embrión yw. B Embrión 
homocigoto Df2γ27. C Embrión homocigoto Mef2/Cf2i. D Embrión homocigoto Twi/Cf2i. E Embrión heterocigoto 
Mef2/Cf2s. F Embrión heterocigoto Twi/Cf2s. G Embrión homocigoto Mef2/Cf2s. H Embrión homocigoto 
Twi/Cf2s. La aparición de células pericárdicas ectópicas se indica con flechas blancas (B, C, D) mientras que la 
falta de las mismas se indica con una flecha azul (E, F). 
dos grupos de células a su vez se pueden dividir en sub-grupos, uno de los cuales está formado por 
las células Tin+ que expresan el factor de transcripción even skiped (eve) (ver Figura 6). Ambos 
grupos de células corresponden a los dos principales linajes de células pericárdicas. Por tanto, con 
objeto de determinar si los niveles de expresión de Cf2 afectan a todos los linajes de células 
pericárdicas decidimos analizar la expresión de Eve, Odd y Tin en situaciones de pérdida de 
función, total o parcial, y sobre-expresión de Cf2.  
 En primer lugar fue analizada la expresión del factor de transcripción Eve. Como se muestra en 
la Figura 24, Eve se expresa en dos células pericárdicas Tin+ por hemisegmento del conducto dorsal 
(T3-A8), lo que facilita en gran medida el análisis de su expresión. Eve también es expresado en los 
núcleos del músculo somático DA1. Estos núcleos expresan elevados niveles de Mef2, mientras que 
las células pericárdicas al no ser musculares no expresan este factor de transcripción. 
 Dado que el músculo DA1 y las células pericárdicas se encuentran muy próximos en el embrión, 
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Figura 24. Cf2 y el linaje pericárdico Eve. Determinación del número de células pericárdicas que expresan Eve en 
las líneas en estudio. Se muestra la superposición de las tinciones anti Mef2 y anti Eve (A, D, G, J, M, P) así como 
las tinciones individuales anti Mef2 (B, E, H, K, N, Q) y anti Eve (C, F, I, L, O, R) en región dorsal de embriones 
de 12 a 14 horas de las líneas en estudio. A, B, C Embrión yw. D, E, F Embrión homocigoto Df2γ27. G, H ,I 
Embrión homocigoto Mef2/Cf2i. J, K, L Embrión homocigoto Twi/Cf2i. M, N, O Embrión heterocigoto 
Mef2/Cf2s. P, Q, R Embrión heterocigoto Twi/Cf2s. La presencia de células pericárdicas Eve se indica con flechas 
blancas mientras que la falta de las células pericárdicas Eve se indica con flechas amarillas. 
decidimos co-teñir con un anticuerpo anti Mef2 lo que nos permite identificar de manera inequívoca 
las células pericárdicas Eve+. Como se observa en la Figura 24, la perdida de función, total o 
parcial, de Cf2 provoca un claro incremento en el número de células pericárdicas Eve+, apareciendo 
muchos segmentos con tres células de este linaje, siendo este incremento mayor en el caso de la 
pérdida total de función (Figura 24D a F, comparar con 17G-L). Como era de esperar, cuando Cf2 
es sobre-expresado se observa un claro decremento en el número de células pericárdicas Eve+, si 
bien en ningún caso llegan a desparecer todas las células de un hemisegmento (Figura 24M a R).  
 Estos resultados confirman que el número de células pericárdicas Eve+ depende, al menos 
parcialmente, de los niveles de Cf2. Es más, estos datos sugieren que posiblemente todo el linaje 
pericárdico Tin+ responda de las misma manera. Para comprobar este extremo, se realizaron 
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Figura 25. Cf2 y el linaje pericárdico tin. Análisis del número de células pericárdicas que expresan tin en las 
líneas en estudio. Se muestran la tinción anti tin en región dorsal de embriones de 12 a 14 horas de las líneas en 
estudio. A Embrión yw. B Embrión homocigoto Df2γ27. C Embrión homocigoto Mef2/Cf2i. D Embrión 
homocigoto Twi/Cf2i. E Embrión heterocigoto Mef2/Cf2s. F Embrión heterocigoto Twi/Cf2s. La aparición de 
células pericárdicas ectópicas se indica con flechas blancas (B, C, D)mientras que la falta de las mismas se indica 
con una flecha azul (E, F). 
tinciones con un anticuerpo anti Tin obteniéndose el resultado esperado; La falta de función Cf2 
causa un incremento general en el número de células pericárdicas Tin+ mientras que su sobre-
expresión causa el efecto opuesto (Figura 25). 
 Tras comprobar que Cf2 juega un papel importante en la especificación de las células 
pericárdicas tinman positivas en general y Tin+ - Eve+ en particular, se realizo el mismo análisis en 
al segundo linaje de células pericárdicas, las células Odd+. Se realizaron tinciones dobles Mef2 – 
Odd en los diferentes fondos genéticos con objeto de determinar si la variación en los niveles de 
expresión de Cf2 induce variaciones en el número de células pericárdicas Odd positivas.  En la 
Figura 26 se muestra el resultado  de estos experimentos. Como se puede apreciar en la Figura 26, 
la ausencia de Cf2 causa un incremento en el número de células pericárdicas Odd (Figura 26D a L). 
En los embriones deficientes y en los que se ha interferido la expresión de Cf2 se aprecian 
acumulaciones de células pericárdicas Odd+ en diferentes regiones del embrión. Estas 
acumulaciones son especialmente frecuentes en la región más anterior de la aorta justo antes de las 
glándulas linfáticas (ver Figura 26 D a F). En este sentido, es importante destacar que el tamaño de 
las glándulas linfáticas de estos embriones es inferior a las de las líneas control yw, lo que podría 
indicar que parte de las células que debían formar estas glándulas son especificadas como células 
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Figura 26. Efecto de Cf2 sobre el linaje pericárdico Odd. Se muestra la superposición de las tinciones anti Mef2 y 
anti Odd (A, D, G, J, M, P) y las tinciones individuales anti Mef2 (B, E, H, K, N, Q) y anti Odd (C, F, I, L, O, R) en 
región dorsal de embriones de 12 a 14 horas de las líneas en estudio. A, B, C Embrión yw. D, E, F Embrión 
homocigoto Df2γ27. G, H ,I Embrión homocigoto Mef2/Cf2i. J, K, L Embrión homocigoto Twi/Cf2i. M, N, O 
Embrión heterocigoto Mef2/Cf2s. P, Q, R Embrión heterocigoto Twi/Cf2s. 
pericárdicas a causa de la ausencia Cf2, o el descenso de sus niveles de expresión (Figura 26D a L, 
comparar con Figura 26A a C). 
 El análisis de las líneas que sobre-expresan Cf2 confirmo estos resultados. Tal y como se 
esperaba, estos embriones muestran un claro descenso en el número de células pericárdicas Odd+ 
(Figura 26M a R). Como se puede apreciar, estos embriones muestran  huecos en el alineamiento de 
células pericárdicas en diferentes regiones. Además, contrariamente a lo observado en el caso de la 
perdida de función de Cf2, las glándulas linfáticas de estos embriones parecen tener un  mayor 
tamaño, lo que podría sugerir que Cf2 juega un papel en la especificación de este grupo de células 
(comparar Figura 26C con M a R). Sería muy interesante profundizar en el análisis de este último 
aspecto ya que, al menos en las etapas finales del desarrollo, Cf2 no se expresa en estas células.
 Tomados en conjunto, estos datos demuestran que Cf2 juega un papel importante en la 
especificación de las células pericárdicas, tanto las Tin+ como las Odd+. Dado que Cf2 no se 
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expresa en las células pericárdicas es muy probable que Cf2 participe en la especificación de los 
precursores cardiacos, participando en el control del balance entre las células pericárdicas y los 
cardiomiocitos. En este caso Cf2 participaría en las primeras etapas del desarrollo del corazón, lo 
que abre la posibilidad de que realice su función de forma independiente de Mef2 tal y como sucede 
en el caso de la diferenciación de la musculatura somática.  
La función de Cf2 en la especificación de los precursores cardiacos es 
independiente de Mef2. 
 La función de Mef2 como principal regulador de la diferenciación miogénica es dependiente de 
dosis. Una pérdida parcial de función de este factor de transcripción tiene un reflejo en su capacidad 
para controlar el proceso de diferenciación. Cuando diferentes genes son expuestos a diferentes 
niveles de Mef2 responden de diferente manera, algunos genes necesitan altos niveles de Mef2 para 
ser activados mientras que otros responden a niveles muy bajos de esta proteína (Elgar et al. 2008). 
De igual forma, la función de Cf2 es dependiente de dosis. Como se ha mostrado con anterioridad, 
los fenotipos observados en el caso de animales homocigotos para la deficiencia Df2γ27 son más 
fuertes que aquellos que muestran las líneas en las que la expresión de Cf2 ha sido interferida. De 
igual manera, los embriones heterocigotos de Df2γ27 muestran una versión menos acusada de los 
mismos fenotipos. Estos animales muestran una pérdida ocasional de cardiomiocitos en contraste 
con el control, donde nunca se observa está perdida, o con sus hermanos homocigotos en los no solo 
se observa siempre una falta de cardiomiocitos sino que el número de células ausentes es mucho 
mayor (Figura 18 y Figura 27).  
 Con objeto de comprobar si la función de Cf2 en la especificación de los diferentes linajes 
cardiacos, cardiomiocitos y células pericárdicas, es independiente de Mef2 decidimos analizar los 
corazones de animales heterocigotos para ambos genes. Dado que la función de ambos genes es 
dependiente de dosis, si la función de Cf2 es dependiente de la de Mef2, una pérdida parcial de 
función de esta proteína debería producir un agravamiento en los fenotipos causados por una 
pérdida parcial de Cf2. En caso de que la función de Cf2 fuese independiente de Mef2 no debería 
observarse diferencia alguna. Se cruzaron animales mef230-5/CyOkr Gal4;UAS GFP (Baker et al. 
2005; Lovato et al. 2009) con individuos Df2γ27/CyO, Wg lacZ y su descendencia se analizo 
mediante inmuno-tinciones con anticuerpos anti Mef2, LacZ y GFP. Se analizaron los corazones de 
individuos que no expresan LacZ ni GFP, es decir son trans-heterocigotos para mef230-5 y Df2γ27. 
Como control, ambas líneas se cruzaron con la línea control yw y se analizaron los animales que no 
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Figura 27. Expresión de Mef2 en líneas deficientes en Mef2 y Cf2. Se presentan los resultados obtenidos tras tinción 
contra Mef2 en embriones de 12 a 14 horas, de las líneas deficientes en estudio. Se muestra la tinción Mef2 en 
musculatura somática (A, C, E, G) y en región dorsal (B, D, F, H) de la línea control yw (A, B), la línea de deficiencia 
de Mef2, denominada como 305 (C, D), la de deficiencia de Cf2, Df2γ27 (E, F) y el cruce de ambas líneas, 
denominado como Df2γ27/305 (G, H). La falta de cardioblastos se indica con flechas blancas (F, H). 
 
portan balanceador. 
 Como se puede observar en la Figura 27, los individuos heterocigotos deficientes en Mef2 
(mef230-5/ +) presentan un número normal de cardiomiocitos en conducto dorsal de embriones de 12 
a 14 horas de desarrollo y unos niveles de Mef2 inferiores a los animales heterocigotos deficientes 
en Cf2. Estos últimos sí que presentan pérdidas en el número de cardioblastos en conducto dorsal. 
En el análisis de los individuos dobles hemicigotos, deficientes en Cf2 y Mef2, no hemos sido 
capaces de detectar variaciones significativas con respecto a los animales heterocigotos deficientes 
en Cf2 (Df2γ27/+) lo que sugiere que una vez que Mef2 activa la expresión de Cf2, el papel de Cf2 
como regulador miogénico ha de ser independiente de Mef2. 
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Discusión 
 La miogénesis requiere de la interacción coordinada y diferencial de múltiples factores y co-
factores que actúan de una manera secuencial a lo largo de la misma asegurando así la correcta 
formación de los diferentes linajes, somático, visceral y cardiaco, del sistema muscular. En este 
proceso, el factor de transcripción Mef2 juega un papel esencial tanto en Drosophila (Bour, O'Brien 
et al. 1995; Lilly, Zhao et al. 1995) como en vertebrados (Lin, Bour et al. 1997; Lin, Lu et al. 1998; 
Bi, Drake et al. 1999; Naya, Black et al. 2002). Mef2, para realizar su función como regulador 
transcripcional, interacciona diferencialmente con las secuencias de unión presentes en las regiones 
reguladoras de sus genes diana. Ahora bien, Mef2 no actúa de una manera independiente sino que 
forma parte de complejos multi-proteicos y es a través de estos que se une, directa o indirectamente, 
al DNA. En estos complejos Mef2 interactúa con otros co-factores. Algunos de estos factores son 
totalmente indispensables para llevar a cabo la especificación y diferenciación muscular, es decir 
para que cada célula adquiera el destino muscular que le corresponde en cada caso. La composición 
de estos complejos es variable en el espacio y en el tiempo, lo que permite a Mef2 interactuar con 
diferentes co-factores y diferentes “enhancers” a lo largo del desarrollo y en los diferentes tipos 
celulares musculares. 
 En la actualidad, tanto en vertebrados como en Drosophila, varios factores han sido descritos 
como co-factores de Mef2 en distintos tipos musculares. Entre los co-factores de Mef2 implicados 
en la génesis del músculo esquelético en vertebrados, están los cuatro miembros de la familia MyoD 
(myf5, MyoD, miogenina y MRF4). Todos ellos pertenecen a la familia de factores de transcripción 
bHLH (Molkentin, Black et al. 1995; Naidu, Ludolph et al. 1995), y se expresan exclusivamente en 
músculo somático. La expresión de cualquiera de ellos en una célula fibroblástica hace que esta 
adquiera un fenotipo muscular. En músculo cardíaco, en vertebrados, la Miocardina (proteína tipo 
SAP) ha sido descrita como un factor que potencia la actividad transcripcional de Mef2 aunque la 
forma en que se produce esta interacción es aún poco conocida (Creemers, Sutherland et al. 2006). 
 En Drosophila, los factores y co-factores que interaccionan con Mef2 son aún prácticamente 
desconocidos. No existen homólogos funcionales claros de MyoD en músculo somático. Nautilus 
fue identificado hace unos años como un homólogo de esta familia. Sin embrago, los análisis 
genéticos y bioquímicos descartaron que hiciera un papel similar al realizado por los miembros de 
la familia MyoD en el músculo esquelético de vertebrados (Balagopalan, Keller et al. 2001). Más 
recientemente, varios grupos han propuesto a Twist, también miembro de la familia de factores de 
transcripción del tipo bHLH, como un factor que puede jugar este un papel en la miogénesis 
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temprana, durante la especificación. El papel de este factor se restringiría a la etapa inicial de la 
miogénesis ya que posteriormente este factor baja mucho su expresión llegando a dejar de 
expresarse en muchas de las células musculares (Taylor 2000). Otros posibles co-factores como por 
ejemplo, tinman, muscleblind o lameduck se expresan solo en grupos de células musculares a lo 
largo del desarrollo embrionario (Frasch 1995; Artero et al. 1998; Frasch 1999; Kremser et al. 1999; 
Sellin et al. 2009). 
 En este contexto, otro candidato a interaccionar y/o cooperar con Mef2 podía ser el factor de 
transcripción Cf2. Las características de este factor de transcripción, su expresión mayoritariamente 
muscular (Bagni, Bray et al. 2002), que apareciera como un gen diana de Mef2 en el rastreo 
realizado por el grupo de E. Furlong (Sandmann, Jensen et al. 2006) y que se hayan identificado 
agrupaciones de sitios de unión para Mef2 y Cf2 en muchos de los “enhancers” que activan genes 
musculares (García-Zaragoza, Mas et al. 2008) nos hizo pensar que podría ser un candidato ideal a 
colaborar con Mef2 en la miogénesis. Adicionalmente, y aun cuando Mef2 inicia su expresión 
antes, el patrón de expresión espacio-temporal de Cf2 durante el desarrollo embrionario es casi 
equivalente al de Mef2 (Bour, O'Brien et al. 1995; Lilly, Zhao et al. 1995; Bagni, Bray et al. 2002). 
Además, se ha descrito recientemente que ambos factores se requieren para que la activación de los 
genes musculares estructurales sea máxima (Bagni, Bray et al. 2002; García-Zaragoza, Mas et al. 
2008; Tanaka, Bryantsev et al. 2008). 
 En este trabajo se presenta el estudio funcional de Cf2 durante el desarrollo embrionario de 
Drosophila y su relación con el factor de transcripción Mef2. Más concretamente, se analiza el 
efecto de la variación de los niveles de Cf2 en músculo somático y músculo cardíaco durante el 
desarrollo embrionario. El análisis fenotípico se ha realizado en tres grupos de líneas de Drosophila 
diferentes: embriones que sobre-expresan Cf2, embriones que presentan niveles bajos de la proteína 
Cf2 por interferencia del mensajero y embriones que no expresan Cf2 por deleción del locus de Cf2 
(Lane and Kalderon 1993; Ricard, Jakubowski et al. 2001; Bagni, Bray et al. 2002).  
 Los primeros análisis realizados con las líneas transgénicas ya revelaron el papel esencial de este 
factor de transcripción. Las líneas doblemente homocigotas, para el “driver” y el UAS 
correspondiente, para la sobre-expresión o para la interferencia, eran letales. Es decir, fuertes 
variaciones en los niveles de este factor de transcripción resultan en letalidad del 100%  de los 
embriones, en el caso de la sobre-expresión, o las larvas tardías, en el caso de la interferencia 
(Figura 11E y Figura 12). Este letalidad sugiere que Cf2 es esencial para el normal desarrollo del 
sistema muscular embrionario-larvario. Los embriones homocigotos que sobre-expresan Cf2 están  
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completamente desorganizados desde etapas tempranas del desarrollo (Figura 12 paneles C y E). 
 Otro aspecto importante que se observa en los embriones que sobre-expresan Cf2, 
independientemente del “driver” utilizado, es que los músculos parecen tener mayor tamaño, 
valorado como número de núcleos por fibra, (Figura 13). Es importante resaltar que el efecto 
contrario, es decir una disminución del tamaño de las fibras musculares, se aprecia en los embriones 
deficientes para Cf2 (Figura 13). La presencia de este fenotipo de disminución del tamaño de las 
fibras en embriones en los que la expresión de Cf2 ha sido interferida demuestra que el efecto 
observado se debe específicamente a la falta de Cf2 y no a la de cualquiera de los otros locus 
cubiertos por la deficiencia utilizada. 
Cf2 modula la actividad de Mef2 durante el desarrollo embrionario. 
 Paralelamente, se ha llevado a cabo un estudio de la expresión de Mef2 en las diferentes líneas 
con el fin de analizar la relación entre la expresión de los dos factores, Mef2 y Cf2. Los resultados 
que se presentan en este trabajo demuestran que una vez iniciada la expresión de Cf2 por Mef2, la 
expresión de Mef2 es dependiente de Cf2 (Figura 14-15). Las variaciones en los niveles de 
expresión de Cf2 producen cambios aproximadamente proporcionales en los niveles de Mef2. Así, 
de acuerdo con datos previos descritos en la literatura (Bagni, Bray et al. 2002) en embriones 
homocigóticos para la deficiencia Dfγ 27, y que por tanto carecen del gen Cf2, prácticamente no se 
observa expresión ni de la proteína ni del mRNA de Mef2 (Figura. 14B y 15D). De igual forma, en 
los animales en los que se ha interferido la expresión de Cf2 se observa una fuerte caída en los 
niveles de mensajero de ambos genes, siendo esta mayor para Cf2 que para Mef2 (Figura. 14 C-D y 
15D). Por el contrario, en el caso de la sobre-expresión, donde se aprecian niveles de mensajero de 
Cf2 entre 4 y 5 veces más altos que en el control yw, los niveles de mRNA de Mef2 suben entre 2 y 
2,5 veces (Figura 15D). Estos resultados confirman que Cf2 participa, directa o indirectamente, en 
la regulación transcripcional de Mef2. Ha sido recientemente descrito que Cf2 modula la actividad 
transcripcional de Mef2 durante el desarrollo embrionario (Tanaka, Bryantsev et al. 2008). Estos 
nuevos datos indican que esta modulación no se produce únicamente a nivel de interacción entre 
proteínas, directa o indirecta, si no que va más allá al depender la expresión de Mef2 de la de Cf2. 
Es decir entre ambos factores existe una interdependencia que se refleja tanto a nivel transcripcional 
de los propios genes, como a nivel funcional en la regulación de la transcripción. El mecanismo que 
subyace a esta interdependencia entre ambos factores es actualmente desconocido aunque se sabe 
que inicialmente, la activación de Cf2 depende de Mef2 (Bagni et al, 2002). Desde un punto de 
vista biológico, que ambos factores se sitúen justo a continuación el uno del otro en la red génica 
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Figura 28. Cf2 y los procesos miogénicos. Esquema que recopila la información obtenida a lo largo de este 
estudio. Los eventos en los que Cf2 participa identificados en este trabajo se indican con flechas de color rojo. 
que controla la miogénesis, podría indicar la existencia de un mecanismo que permitiría regular 
diferencialmente la expresión ambos factores en todos los linajes musculares en desarrollo (Figura 
28). Según este mecanismo, bastaría con regular la expresión de uno de los dos factores para que el 
otro reaccione en consecuencia, tanto a nivel transcripcional como funcional. Este mecanismo 
aseguraría unos niveles de expresión de Mef2 y Cf2 adecuados para el desarrollo completo del 
proceso de diferenciación de los diferentes linajes musculares. Para confirmar definitivamente esta 
hipótesis sería necesario realizar estudios adicionales, como podría ser el análisis de los efectos de 
las variaciones de expresión de Cf2 en fondos genéticos deficientes para los diversos factores 
relacionados con la expresión de Mef2, como Tin o Twi, en diferentes momentos del desarrollo. 
También sería interesante estudiar la variación de los niveles de expresión de Cf2 en linajes 
musculares específicos como pueden ser el conducto dorsal o la musculatura visceral. 
Cf2 como modulador del proceso miogénico. 
 Los datos presentados en este trabajo indican que en el programa miogénico de Drosophila, 
existen otros dos procesos esenciales que se ven afectados cuando se alteran los niveles de 
expresión de Cf2. Uno de ellos es el control del número de núcleos se aparecen en una fibra 
somática particular. Es decir, el control del proceso que regula o decide cuantos mioblastos 
competentes de fusión se fusionan con un precursor dado. El otro es la especificación de las células  
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fundadoras. Ambos procesos, han comenzado en la etapa 11 del desarrollo, coincidiendo con 
estadios tempranos del retroceso de la banda germinal. Es más, la proliferación celular en el 
mesodermo dorsal finaliza en esta etapa. 
1.- Cf2 regula el número de núcleos por fibra. 
 El número de núcleos que aparecen en cada fibra muscular depende del número de eventos de 
fusión que se producen entre una célula fundadora y los mioblastos competentes de fusión. El 
número de eventos de fusión que se producen en cada fibra en particular es determinado por la 
célula fundadora y no por el número de mioblastos competentes de fusión disponibles ya que estos 
están presentes muy en exceso (Richardson et al. 2008). El proceso de especificación del progenitor 
del músculo DA1 no se conoce con precisión, sin embargo, se ha descrito que durante este proceso 
se generan tanto el precursor DA1 como el linaje pericárdico Eve+. El gen eve es expresado tanto 
por las células pericárdicas como por el precursor DA1 y su expresión se mantiene en los núcleos 
del músculo diferenciado (Carmena, Murugasu-Oei et al. 1998; Park, Fujioka et al. 1998; Fujioka, 
Wessells et al. 2005). El doble marcaje Eve/Mef2 permite por tanto identificar inequívocamente los 
núcleos pertenecientes a este músculo. La cuantificación de los núcleos presentes en el músculo 
DA1, ha permitido confirmar que diferentes niveles de expresión de Cf2 tienen como consecuencia 
una variación en el número de núcleos presente en cada fibra muscular. La sobre-expresión de Cf2 
produce un incremento de alrededor del 25%  en el número medio de núcleos presentes en el 
músculo DA1, que son núcleos Mef2 + Eve + (Figura 16G – I) su ausencia causa el efecto 
contrario, una disminución de aproximadamente un 25% (Fig. 16 y Tabla X). 
 Una posible explicación a esta observación podría buscarse en la dependencia de los niveles de 
Mef2 respecto a los de Cf2 descrita anteriormente. Así, la variación en el número de núcleos en 
respuesta a los diferentes niveles de expresión de Cf2 podría ser un reflejo de los cambios en los 
niveles de Mef2. Es decir, las variaciones observadas podrían ser consecuencia de los cambios en la 
expresión de Mef2, siendo el único, o al menos el principal, papel de Cf2 en este proceso modular 
la expresión Mef2. De ser cierta esta hipótesis, la sobre-expresión de Mef2 debería de resultar en un 
fenotipo similar a la de Cf2, si no más acusado. La sobre-expresión de Mef2 no causa un 
incremento en el número de núcleos. Estos resultados confirman que Cf2 participa directamente en 
el control del número de núcleos por fibra, es decir, el número de fusiones que sufre una célula 
fundadora. Es más, Cf2 modula el número de núcleos por fibra independientemente de su papel 
como modulador de la expresión de Mef2 y posiblemente de la función de este factor de 
transcripción. Esta preponderancia funcional de Cf2 sobre Mef2 es muy sorprendente ya que, en 
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todos los estudios realizados hasta el momento, Cf2 siempre ha sido situado como modulador o co-
factor de Mef2. 
 En conclusión, estos resultados apuntan a Cf2 como uno de los principales reguladores del 
proceso de fusión, contribuyendo a determinar el número de núcleos presentes en un sincitio 
muscular. Hasta el momento no tenemos evidencias de cómo Cf2 podría estar regulando este 
proceso. Una posibilidad muy interesante, y que merecería la pena explorar en un futuro, es que 
participe en la regulación de los genes directamente implicados en el proceso de fusión. Como se ha 
comentado anteriormente, el número de fusiones necesario para la diferenciación de una 
determinada fibra viene definido por la célula fundadora (Dworak et al. 2002; Menon et al. 2005). 
Es tentador especular que Cf2 sea un regulador directo de la expresión de los genes que participan 
en el proceso de fusión, al menos en las células fundadoras. Si, por ejemplo, Cf2 es capaz de regular 
directamente Duf (Ruiz-Gomez, Coutts et al. 2000). Embriones deficientes en Duf forman músculos 
mono-nucleados y los mioblastos competentes mueren por macrófagos mientras que los fundadores 
expresan niveles normales de genes específicos Kr, eve, etc. Existen diversos factores, como  Duf o 
antisocial (rollin Pebbels) que se expresan específicamente en membrana de fundador y participan 
en la determinación del número de eventos de fusión (Menon, Osman et al. 2005). La sobre-
expresión de Cf2 tendría como consecuencia la sobre-expresión de estas proteínas y en 
consecuencia el incremento del número de fusiones que se producen. De igual, manera la caída en 
los niveles de expresión tendría el efecto inverso. Sería muy interesante sobre-expresar o interferir 
Cf2 en células fundadoras concretas y estudiar el número de núcleos presentes en los músculos 
derivados de ellas. En este contexto se podría así mismo analizar la expresión de los genes 
responsables de llevar a cabo el proceso de fusión. Se podría comprobar si, efectivamente, hay una 
relación entre la expresión de estos genes en la membrana de estas células, los niveles de expresión 
de Cf2 y el número de eventos de fusión que sufre la célula fundadora. 
2.- Cf2 participa en especificación de las células fundadoras.  
 Un aspecto esencial a estudiar en el análisis de Cf2 como modulador del proceso miogénico es si 
los cambios en la expresión de Cf2 producían alteraciones del patrón muscular embrionario, es 
decir de la identidad de cada músculo particular. Todos los músculos individuales presentes en cada 
segmento son especificados inicialmente como mioblastos fundadores a partir de los cuales se 
diferencia cada fibra muscular tras fusionarse cada célula fundadora con un determinado número de 
mioblastos competentes de fusión. La identidad de cada músculo individual se define mediante la 
expresión diferencial y característica de factores de transcripción y otras proteínas expresadas de 
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manera específica en cada célula fundadora particular. Tras el proceso de fusión, se genera en cada 
segmento abdominal un total de 30 pares de músculos hipodérmicos. Todos estos músculos son 
fisiológicamente iguales, aunque cada uno de ellos es único en términos de tamaño, forma, puntos 
de anclaje e inervación (Crossley 1978; Bate 1993; Baylies, Bate et al. 1998). 
 Utilizando la estrategia ya descrita para inducir variaciones en los niveles de expresión de Cf2 o 
su pérdida de función, se observó que los embriones que tienen niveles altos de esta proteína 
presentan con frecuencia músculos adicionales. En estos embriones frecuentemente se observa la 
duplicación de los músculos laterales (Fig 17F, asterisco magenta), y/o alteraciones en el tamaño y 
morfología de diversos paquetes musculares, como es el caso del músculo DA3 que se muestra en 
la figura 17E (flechas magentas). Este músculo, si bien conserva su anclajes normales, presenta una 
morfología más similar a otros músculos de su entorno como el DA2 lo que podría sugerir que se 
esté produciendo una especificación parcialmente incorrecta. De manera inversa, la pérdida total o 
parcial de Cf2 causa la perdida de algunos músculos. En estos embriones se observa, por ejemplo, 
la pérdida del músculo LT3 (Figura 17D), que en el caso de la sobre-expresión de Cf2 se encuentra 
duplicado (Figura. 17F, asterisco magenta). Esta pérdida o adquisición de músculos parece aleatoria 
tanto en cuanto al músculo que la sufre como a los segmentos afectados. Sin embrago, parece haber 
algunos músculos más proclives que otros a sufrir estas alteraciones. Por ejemplo el músculo LL4 
ya mencionado aparece frecuentemente afectado por estos cambios tanto en los animales sobre-
expresantes como en los interferidos. Esto indicaría que Cf2 juega un papel más predominante en la 
especificación de determinados precursores frente a otros. Esta posibilidad se ajusta en gran medida 
a lo descrito hasta el momento en lo que se refiere a la especificación de las células fundadoras. 
Como ya se ha mencionado, la identidad de estas células viene determinada por la expresión de 
diferentes proteínas que se expresan en combinaciones particulares en cada fundador. Es por tanto 
esperable que la variación de los niveles de Cf2 afecten de manera diferente a unos precursores que 
a otros.  
 En este mismo contexto, era importante conocer si el efecto producido por los cambios en 
niveles de Cf2 se extendía también a otros linajes musculares como el cardiaco. A diferencia de las 
células musculares somáticas, los cardiomiocitos son células uninucleadas. Así, el número final de 
estas células en el conducto dorsal del embrión es el reflejo del número inicial de ellas especificadas 
como cardiomiocitos en las primeras fases de la diferenciación cardiaca. Si Cf2 realiza en el linaje 
cardiaco funciones similares a las que realiza en la musculatura somática deberíamos observar 
fenotipos similares. Es decir, las variaciones en los niveles de Cf2 deberían inducir cambios de 
identidad celular y por tanto se observarían incrementos o disminuciones en el número de 
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cardiomiocitos. El análisis del conducto dorsal en respuesta a los diferentes niveles de expresión de 
Cf2 revelo que su ausencia produce una disminución del número de cardiomiocitos mientras que el 
aumento de sus niveles de expresión genera aumentos notables en el número de cardioblastos con 
fenómenos frecuentes de hiperplasia (Figura 18 y Tabla XI). 
 Los embriones con una pérdida total o parcial de la función de Cf2 presentan un número total de 
cardiomiocitos siempre menor de 104, el número de estos presente en los animales silvestres. Sin 
embargo, en los embriones que presentaban un incremento de la expresión de Cf2 se observaba un 
aumento en el número de cardiomiocitos frente al total en un embrión silvestre (Tabla XI; Figura 
18, comparar paneles 18A y C, flechas blancas). La disminución o aumento del número de 
cardiomiocitos parece que está en relación más o menos directa con las variaciones en los niveles de 
Cf2, según se observan los cambios en embriones con ausencia total, parcial o sobre-expresión de 
este factor de transcripción. Con el fin de contestar a la pregunta de si estos cardiomiocitos extra 
eran funcionales o no, se realizaron tinciones con marcadores específicos de tipo celular, como la 
pericardina, secretada por las células pericárdicas, Mef2, Tinman, MyHC y TnT para las células 
cardiacas funcionales (no mostrados). Todos los cardiomiocitos de más observados en los 
embriones que sobre-expresan Cf2 son positivos para estos marcadores, demostrando que estas 
células son cardiomiocitos funcionales (Figuras 19 y 20).  
 El conducto dorsal de Drosophila presenta al menos dos tipos de cardiomiocitos según su linaje 
y los marcadores que expresan, cardioblastos Tin+ y Svp+ (ver Figura 6). Con objeto de investigar 
si estos cambios de identidad se producían en los dos linajes cardiacos, o solo en uno de ellos, se 
realizaron tinciones con distintos marcadores específicos para cada linaje de cardioblasto como Svp, 
Tin y Mef2 (Figura 21, Tabla XII). Este estudio demostró que las alteraciones afectan por igual a 
ambos tipos de cardiomiocitos, los Svp+ y los Tin+, presentes en cada hemisegmento del conducto 
dorsal. Estos resultados indican que Cf2 participa en la especificación de los distintos linajes de 
cardiomiocitos presentes en el conducto dorsal. Es importante resaltar que la sobre-expresión de 
Mef2 no indujo cambio alguno en el número de cardiomiocitos presentes en el conducto dorsal. Es 
más, animales doblemente heterocigotos para Cf2 y Mef2 no mostraron cambios en el número de 
células cardiacas al compararlos con animales heterocigotos solo para Cf2. Es decir, al igual que en 
el caso de los músculos somáticos, las alteraciones inducidas por los cambios en los niveles de 
expresión de Cf2 son independientes de los cambios producidos por Cf2 en la expresión de Mef2. 
 Una vez establecido que las células extra que observábamos al aumentar los niveles de expresión 
de Cf2 eran cardiomiocitos funcionales era importante establecer cuál era el linaje del que 
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procedían estas células, y lo que es más importante, si algún otro linaje celular era afectado en el 
proceso. Se ha comentado previamente que la especificación de las células musculares se produce 
antes de la etapa 11 del desarrollo, etapa en la que finaliza su proliferación. Esta etapa coincide con 
el posible inicio en la expresión de Cf2 (ver apartado 4 en Introducción). Si Cf2 juega un papel en la 
toma de decisiones de destino, y teniendo en cuenta su perfil de expresión temporal, es razonable 
pensar que lo realice en esta etapa temprana. Con posterioridad a la etapa 11 no hay proliferación 
celular en el territorio cardiaco y si bien la falta de cardiomiocitos en los mutantes de pérdida de 
función se podría achacar a la muerte celular, el aumento en el número de cardioblastos no. Aunque 
en estos momentos no se puede determinar con exactitud la naturaleza de estas células adicionales, 
lo más probable tengan su origen en un desequilibrio en el balance de especificación 
cardiomiocitos/células pericárdicas, ya que ambos linajes se originan en el mismo territorio. Si la 
falta o ganancia de células en respuesta a los niveles de expresión de Cf2 se debieran a una 
alteración en este equilibrio, deberíamos observar fenotipos recíprocos en las células pericárdicas. 
Es decir, si en los animales que sobre-expresan Cf2 hay un desequilibrio en la especificación hacia 
los cardiomiocitos, es de esperar que haya un descenso en el número de células pericárdicas. En el 
caso de la perdida de función total o parcial de Cf2 se observaría la situación inversa, un aumento 
en el número de células pericárdicas. 
 Las células pericárdicas se localizan alrededor del conducto dorsal (ver Figura 6) y su función no 
es del todo conocida aunque se sabe que son importantes en el mantenimiento del flujo y la 
contracción cardiaca (Chartier, Zaffran et al. 2002; Fujioka, Wessells et al. 2005; Johnson, Burnett 
et al. 2007). Las tinciones dobles con anti-pericardina, secretada por las células pericárdicas, y anti-
Mef2, que identifica a las células musculares, realizadas en embriones procedentes de las distintas 
líneas en estudio, con pérdida total, parcial o aumento de los niveles de Cf2, apoyan fuertemente 
que esta proteína juega un papel importante en las primeras etapas de la diferenciación cardiaca 
(Figura 22). Es más, estos resultados apoyan nuestra hipótesis sobre la participación de Cf2 en el 
proceso de toma de decisiones en la especificación de los diferentes linajes durante el desarrollo del 
corazón. En embriones con pérdida total o parcial de Cf2, los cuales presentan una disminución en 
el número de cardiomiocitos, se aprecia un claro aumento en el número de células pericárdicas 
(Zfh1+). Por el contrario, los embriones que sobre-expresan Cf2 se observa un descenso en el 
número de células pericárdicas (Figura 23). El análisis del linaje pericárdico se realizo siguiendo la 
presencia tanto de la pericardina, secretada por estas células (Chartier, Zaffran et al. 2002), como de 
Zfh1, que es un factor que se expresa en todas las células pericárdicas, con independencia de su 
origen, pero no en los cardiomiocitos (Santos and Lehmann 2004; Liu, Su et al. 2006; Sellin, 
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Drechsler et al. 2009). Sin embargo, al igual que en el caso de los cardiomiocitos, las células 
pericárdicas pertenecen a distintos linajes. Según los marcadores que expresan, las podríamos 
dividir en Tin+ y Odd+. Algunas de las células Tin + son a su vez Eve+ (ver figura 6; Zaffran et al. 
2006). 
 El análisis de los diferentes linajes en los distintos fondos genéticos reveló que el número de 
células pericárdicas Tin+, tanto Eve+ como Eve-, y Odd+ (Figuras 24,25 y 26) depende, al menos 
parcialmente, de los niveles de expresión del factor de transcripción Cf2. Ahora bien, al igual que 
en el caso de la especificación de los cardiomiocitos, la especificación del linaje pericárdico parece 
ser dependiente de los niveles de Cf2, pero no de los niveles de Mef2 (Figura 27). La sobre-
expresión de Mef2 no produce cambios en el número de células pericárdicas, independientemente 
de su linaje celular, como tampoco aparecen en los animales doblemente heterocigóticos para 
ambos factores de transcripción, Cf2 y Mef2. En resumen, podemos afirmar que los datos 
presentados en esta tesis demuestran que Cf2 juega un papel importante en la especificación de las 
células pericárdicas, tanto las Tin+ como las Odd+. Dado que Cf2 no se expresa en las células 
pericárdicas es muy probable que, como ya hemos sugerido, esté implicado en el proceso de 
adopción de destino celular en las etapas tempranas del desarrollo, concretamente participaría en el 
control del balance entre las células pericárdicas y los cardiomiocitos. 
 En cada hemisegmento embrionario se desarrollan seis cardioblastos, todos ellos expresan Mef2 
y requieren del mismo para su correcta diferenciación (Bour et al., 1995; Lilly et al., 1995). Por su 
parte Tin se expresa en un gran número de cardioblastos, no en todos, siendo necesario para que 
estas células adquieran un destino miocárdico funcional. La expresión de Tinman varia a lo largo 
del eje antero-posterior del embrión. Mientras que entre los hemisegmentos abdominales A2 y A7, 
Tinman se expresa en los cuatro cardioblastos más posteriores, en los hemisegmentos T3 y A1 Tin 
se expresa en los 6 cardioblastos. Por su parte en el hemisegmento A8, que tan solo presenta cuatro 
cardioblastos, Tin solo se expresa en los dos cardioblastos más posteriores. Se ha demostrado que la 
población de cardiomiocitos Tin+ no se ve afectada en mutantes deficientes en componentes de 
maquinaria que participa en la vía de división asimétrica. Estos cardiomiocitos por tanto, han de 
generarse mediante procesos de división simétrica (Gajewski et al, 2000). Es más, se sabe que, al 
menos entre los segmentos A2 y A7, los cardioblastos Tin positivos se generan partir de dos 
progenitores distintos que se dividen a su vez de forma simétrica para generar cada uno dos 
cardioblastos Tin+ por hemisegmento (Ward et al. 2000). 
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 Los resultados presentados en este trabajo demuestran que Cf2 es capaz de modular el número 
total de cardioblastos Tin+ en el conducto dorsal de Drosophila. Actualmente desconocemos el 
mecanismo por el que Cf2 ejerce este efecto sobre la población de cardioblastos Tinman positivos. 
El efecto de Cf2 sobre este tipo de cardioblastos se podría explicar mediante diferentes hipótesis. 
Cf2 podría actuar a nivel de la especificación de los progenitores cardiacos Tin positivos. Otra 
opción sería que Cf2 actuase a nivel de la división simétrica de los progenitores una vez que estos 
han sido especificados, haciendo que se modifique el número de divisiones simétricas que 
experimentan los progenitores. En la primera hipótesis las variaciones en los niveles de Cf2 serian 
capaces de provocar el aumento o la disminución. Si este fuese el caso cabria esperar que se 
produjesen alteraciones de valor par en el número de cardioblastos. En la segunda hipótesis se 
produciría una alteración en el número de divisiones simétricas que experimenta un progenitor 
como respuesta a la variación en los niveles de Cf2. Esto supondría que las variaciones en los 
niveles de Cf2 afectarían a la capacidad de un progenitor especificado para realizar la división 
simétrica que genera los cardioblastos Tin+. Este comportamiento podría explicar variaciones pares 
e impares en el número de cardioblastos Tin+ por hemisegmento. Los resultados obtenidos en este 
trabajo respaldan la segunda hipótesis ya que se han apreciado variaciones pares e impares en el 
número de cardioblastos Tin positivos de las líneas en estudio (Figura 21).  
 En este trabajo se ha analizado la población de células pericárdicas Tin positivas apreciándose 
que esta población es sensible a las variaciones en los niveles de Cf2. La mayor parte de esta 
población, al igual que los cardioblastos Tin positivos, se genera por procesos de división simétrica, 
pero el mecanismo por el cual actúa Cf2 sobre esta población pericárdica ha de ser distinto ya que 
Cf2 en situaciones normales no se expresa en el territorio pericárdico, por lo que la variación en los 
niveles de Cf2 debe actuar de forma indirecta en la generación del linaje pericárdico Tin positivo. 
 Dentro de los hemisegmentos A2 a A7, los dos cardioblastos más anteriores no expresan Tin, 
expresando en su lugar el factor Svp. Estos cardioblastos constituyen las válvulas de entrada y 
salida del conducto dorsal y carecen de funcionalidad muscular. El origen de estos cardioblastos 
difiere del de los cardioblastos Tin positivos. Hoy en día se sabe que los dos cardioblastos svp 
positivos de los hemisegmentos A2 a A7 se generan como resultado de procesos de división 
asimétrica a partir de dos progenitores distintos que se dividen para generar cada uno un 
cardioblasto Svp positivo y una célula pericárdica Odd positiva, que es también Svp positiva 
(Gajewski, Choi et al. 2000). 
 Al igual que ocurre en la musculatura somática en el desarrollo del corazón la división asimétrica  
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depende de la distribución desigual de Numb en el progenitor en división. Esta distribución desigual 
produce la segregación de Numb a solo una de las dos células hijas que bloquea de aquí en adelante 
la expresión de Notch, permitiendo que esta célula hija adquiera un fenotipo distinto al de la otra 
(que continua manteniendo activa la vía de señalización Notch). El mecanismo molecular por el 
cual numb se opone a la vía de señalización Notch no se conoce pero se ha demostrado que ambas 
proteínas pueden interactuar físicamente (Guo, Jan et al. 1996). En este trabajo hemos mostrado que 
Cf2 es capaz de modular el número de cardioblastos Svp en el conducto dorsal de Drosophila, 
demostrando que el aumento en los niveles de Cf2 es capaz de provocar un incremento en el 
número de cardioblastos Svp positivos en el conducto dorsal de Drosophila. De forma opuesta la 
disminución o eliminación de los niveles de Cf2 produce la reducción del número de cardioblastos 
de este tipo. Estos resultados, como los obtenidos en el análisis de los músculos somáticos 
embrionarios, sugieren que Cf2 ha de participar de forma directa o indirecta, en el proceso de 
división asimétrica. Los resultados obtenidos tras el análisis del desarrollo de los músculos 
somáticos indican que Cf2 estimula o potencia la adopción de un destino celular concreto que se 
opone al otro destino celular generado durante la división asimétrica en circunstancias normales. 
Cf2, por tanto, parece actuar como un factor que proporciona robustez al entramado génico 
encargado de generar las diversas poblaciones mesodérmica. 
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Conclusiones 
 1. Cf2 es esencial para el desarrollo normal del sistema muscular embrionario-larvario en 
Drosophila, ya que cuando reducimos la presencia de mRNA de Cf2 mediante la microinyección de 
dsRNAi contra Cf2 en etapas muy tempranas del desarrollo embrionario, se aprecia la 
desorganización de las estructuras musculares que provoca un acusado incremento de la letalidad 
embrionaria. 
 2. Los niveles de Cf2 han de estar regulados de forma estricta, pues la variación acusada de los 
niveles de expresión de Cf2 en las líneas de la sobre-expresión (Gal4/Cf2s), interferencia 
(Gal4/Cf2i) o deficiencia (Df2γ27) de Cf2 es incompatible con la vida causando una letalidad del 
100% en individuos homocigotos de las líneas con niveles alterados de Cf2. 
 3. Cf2 modula los niveles de expresión de Mef2 en etapas en las que ambos factores se co-
expresan durante el desarrollo embrionario de Drosophila, siendo capaz de modificar tanto los 
niveles de mRNA de Mef2, como los de proteína, indicando la existencia de un posible mecanismo 
de retroalimentación entre ambos factores en etapas de la diferenciación muscular. 
 4. Cf2 participa en el control del número de núcleos por fibra muscular, mediante un mecanismo 
actualmente desconocido, pudiendo participar, o bien en el proceso de diferenciación de mioblastos 
competentes de fusión, o en el mecanismo que genera el sincitio muscular mediante el proceso de 
fusión. 
 5. Cf2 participa en el establecimiento del número total de fibras somáticas por hemisegmento 
embrionario, provocando la variación en los niveles de Cf2, alteraciones en el número final de 
músculos por segmento embrionario, mediante un mecanismo desconocido que puede actuar o bien 
a nivel de la especificación de los progenitores (alterando las variaciones en Cf2 el número inicial 
de progenitores musculares), o bien en procesos de división asimétrica de los progenitores. 
 6. Alteraciones en los niveles de Cf2 producen cambios en la morfología y organización de los 
músculos somáticos, alterando el patrón muscular embrionario. 
 7. Variaciones en los niveles de Cf2 provocan alteraciones en el número total de cardioblastos, 
afectando a la morfología del conducto dorsal en embriones de Drosophila (y probablemente a su 
funcionalidad). 
  8. Las variaciones en los niveles de Cf2 afectan a la especificación de todos los linajes de 
cardioblastos, mediante un mecanismo actualmente desconocido que puede afectar o bien, al 
____________________________________________________________________________Conclusiones 
112 
 
proceso de especificación de los progenitores cardiacos, o a los procesos de división simétrica o 
asimétrica que experimentan los progenitores de cada tipo de cardioblasto durante la generación del 
conducto dorsal en Drosophila. 
 9. Cf2 participa en la determinación de los diferentes linajes de células pericárdicas, siendo capaz 
de modular el número total de células pericárdicas, mediante un mecanismo en el que la presencia 
de Cf2 potencia la adquisición de un destino muscular (somático o cardiaco) que se opone al destino 
pericárdico. 
 10. La función de Cf2 en la especificación y diferenciación de los precursores musculares 
(somáticos y cardiacos) es, al menos, parcialmente independiente de Mef2. 
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